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PROTEINAS Y CONJUGADOS DE UNION AL RECEPTOR DE TRANSFERRINA

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud se presenta junto con un
listado de secuencias en formato XML ST.26. El listado de
secuencias se ©proporciona como un archivo titulado
“30369 WO” creado el 18 de julio de 2023 y tiene un tamafio
de 667 kilobytes. La informacién del listado de secuencias
en el formato XML ST.26 se incorpora en la presente como

referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

La barrera hematoencefdlica (BBB, por sus siglas
en 1nglés) es una barrera semipermeable selectiva de
células endoteliales capilares que 1impide el paso de
solutos, incluidos patdgenos, al sistema nervioso central
(SNC, por sus siglas en inglés). La BBB permite el paso de
algunas moléculas pequefias por difusidén pasiva vy las
células de la BBB transportan activamente productos
metabdélicos cruciales para la funcidén neural, tales como
la glucosa y los aminoadcidos, a través de la barrera usando
proteinas de transporte especificas. La BBB tiene una

funcidén neuroprotectora al controlar estrechamente el
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acceso al cerebro; pero también impide el acceso de 1los
agentes terapéuticos al CNS.

Se han descrito transportadores BBB para mejorar
el paso de los agentes terapéuticos a través de la barrera
hematoencefdlica y hacia el SNC. Por ejemplo, W02003/009815
describe el uso de anticuerpos dirigidos al receptor de
transferrina (“TfR”) para modular el transporte de barrera
hematoencefélica. Sin embargo, los intentos de usar
anticuerpos anti-TfR para transportar agentes terapéuticos a
través de la BBB han demostrado ser un desafio. Hasta la
fecha, no hay transportadores o conjugados de TfR aprobados
para el tratamiento de enfermedades del SNC.

Por lo tanto, permanece la necesidad de proteinas
y conjugados de unidén a TfR que puedan suministrar agentes
terapéuticos a través de la BBB en el SNC para el

tratamiento de diversas enfermedades del SNC.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente descripcidédn se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de wunidén a TfR
monovalente humano (“proteinas de unidén a TfR humanos”™),
proteinas que comprenden un dominio de unidén a TfR
monovalente de ratdn (“proteinas de unidén a TfR de ratdn”),
conjugados que comprenden tales proteinas de unidén a TfR

humanos o de ratdédn, p. ej., conjugados de proteinas de unidn
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a TfR humano-ARNbc, composiciones farmacéuticas que
comprenden proteinas o conjugados de unién a TfR humanos,
y métodos para tratar enfermedades del SNC (p. ej.,
enfermedad neurodegenerativa, tal como sinucleinopatia o
tauopatia neurodegenerativa) usando proteinas o conjugados
de unién a TfR humano.

En un aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas que comprenden uno y solo un dominio
de unidén a TfR monovalente humano (“proteinas de unidén a TEfR
humanos”) . En algunas modalidades, el dominio de unidén de TfR
humano monovalente comprende una regidén variable de cadena
pesada (VH) y una regidédn variable de cadena ligera (VL), vy
la VH comprende regiones determinantes de complementariedad
de cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3. En algunas modalidades, el
dominio de unién a TfR monovalente humano comprende una VH
que comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3 seleccionadas de la Tabla
1, y/o una VL que comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3 seleccionadas
de la Tabla 2. En algunas modalidades, el dominio de unidén a
TfR monovalente humano comprende una VH vy/o una VL
seleccionada de la Tabla 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unién
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR

humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende
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regiones determinantes de complementariedad de cadenas
pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI,
LCDR2 y LCDR3, y en donde las HCDR1l, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, 1la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidn
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a T£fR
humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, vy la VL comprende regiones

determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI,
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LCDR2 y LCDR3,
LCDR2 y LCDR3

(a)

y en donde las HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
comprenden las siguientes secuencias:
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
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nim. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con nuUm. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3

comprende la sec. con num. de ident.: 18.
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En

algunas modalidades, en la presente

descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un

dominio de unién a TfR monovalente humano, en donde el

dominio de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL,

y en donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a)

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende
una secuencia gque tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al

o

menos 95 % de identidad de secuencia con 1la

sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
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una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37; o

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 37.

algunas modalidades, en la presente

descripcidén se proporcionan proteinas que comprenden un

dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el

dominio de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL,

y en donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:
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(a) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
27 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;
(b) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
29 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;
(c) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
30 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 31;
(d) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
32 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 33;
(e) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
34 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 35;
(f) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
36 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37; o
(g) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
38 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37.
En algunas modalidades, el dominio de unién a
TfR monovalente humano es un fragmento de anticuerpo, p.
ej., Fab, scFv, Fv o scFab (Fab monocatenario). En algunas
modalidades, el dominio de unidén a TfR monovalente humano

es Fab. En algunas modalidades, el dominio de unidén a TfR
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humano comprende ademas una regidn constante de cadena
pesada y/o una regidén constante de cadena ligera.

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden ademads un
extensor de vida media, ©p. ej., una regidén Fc de
inmunoglobulina o un VHH que se une a albUmina sérica
humana (HSA, por sus siglas en inglés).

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden unc © méas
residuos de cisteina disefiados por ingenieria para la
conjugacién. En algunas modalidades, las proteinas de
unién a TfR humanos descritas en la presente comprenden
uno o mas residuos de cisteina nativos para la conjugacién.

En algunas modalidades, la proteina de unidén a
TfR humano descrita en la presente es una cualquiera de
las proteinas de unién a TfR humanos en la Tabla 6a y 6b.
En algunas modalidades, la proteina de unidén a TfR humano
descrita en la presente tiene una cadena pesada (HC) y una
cadena ligera (LC), p. ej., TBP1l, TBP2, TBP3, TRP4, TBPS5,
TBP6, TBP7, TBP8 o TBP9. En algunas modalidades, 1la
proteina de unidén a TEfR humana tiene dos cadenas pesadas
(HC1 y HC2) y dos cadenas ligeras (LCl y LC2). En algunas
modalidades, la proteina de unién a TfR humana descrita en
la presente tiene un formato de anticuerpo heterodimérico,

p. ej., TBP10, TBP11l, TBP12 o TBP13.

10
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En algunas modalidades, en la presente
descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unidén del receptor de transferrina (TfR) humano
monovalente, en donde el dominio de unidén a TfR humano se
une a un epitopo que comprende uno o mas residuos en (a)
residuos 346-364 FGNMEGDCPSDWKTDSTCR (sec. con num. de
ident.: 119), (b) residuos 243-247 FEDLY (sec. con num. de
ident.: 162) y residuos 345-364 LFGNMEEGDCPSDWKTDSTCR)
(sec. con num. de ident.: 163), o (c) residuos 243-247
FEDLY (sec. con num. de ident.: 162), residuos 259-263
AGKIT (sec. con num. de ident.: 164) y residuos 532-538
(VEKLTLD) (sec. con num. de ident.: 165), de TfR humana.

En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidn
a TfR monovalente de ratdédn (“proteinas de unidn a TEfR de
ratdén”) . Estas proteinas de unidén a TfR de ratdn pueden
servir como moléculas sustitutas a las proteinas de unidn
a TfR humanos en modelos de ratdn. En algunas modalidades,
en la presente descripcidédn se proporcionan proteinas que
comprenden un dominio de unién a TfR monovalente de ratédn,
en donde el dominio de unidén a TfR de ratdn comprende una
VH y una VL, en donde una VH comprende 1las regiones
determinantes de la complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 'y HCDR3, vy la VL comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras

LCDR1, LCDR2Z y LCDR3, y en donde la HCDR1 comprende la

11
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sec. con num. de ident.: 71, la HCDR2 comprende la sec.

con num. de ident.: 72, la HCDR3 comprende la sec. con
nim. de ident.: 73, la LCDR1 comprende la sec. con num. de
ident.: 74, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.:

75 y la LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 76. En
algunas modalidades, en la presente descripcidén se
proporcionan proteinas gque comprenden un dominio de unidn
a TfR monovalente de ratdn, en donde el dominio de uniédn
a TfR de ratdén comprende una VH que comprende la sec. con
nuim. de ident.: 77 y una VL gue comprende la sec. con num.
de ident.: 78.

En la presente descripcidén también se proporcionan
anticuerpos que comprenden una VH que comprende HCDR1, HCDR2
y HCDR3 seleccionadas de la Tabla 1, y/o una VL que comprende
LCDR1, LCDRZ y LCDR3 seleccionadas de la Tabla 2. En algunas
modalidades, tales anticuerpos comprenden una VH y/o una VL
seleccionada de la Tabla 3.

En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan conjugados que comprenden proteinas de unién a
TfR humanos o de ratdn descritas en la presente y un agente
terapéutico. En algunas modalidades, el agente terapéutico
se selecciona de un ARN bicatenario (p. ej., ARNip, ARNap),
oligonucledétido (p. ej., oligonucledétido no codificante),
péptido, molécula pequefa, nanoparticula, nanoparticula
lipidica, exosoma, anticuerpo o fragmento de unidén al

antigeno de este, o una combinacién de estos. En algunas

12
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modalidades, el agente terapéutico es un ARN Dbicatenario
(ARNbc) . En algunas modalidades, el ARNbc comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena no codificante es complementaria a un ARNm diana
seleccionado de SNCA, MAPT, APP, ATXNZ2, ATXN3, SARM1l, APOE,
BACEl, FMR1, LRRK2, HTT, SODl1, SCN10A, SCN9A o ARNm de
CACNA1B. En algunas modalidades, la relacidén de agente
terapéutico a proteina es de aproximadamente 1:1 a 3:1. En
algunas modalidades, 1la relacién de agente terapéutico a
proteina es de aproximadamente 1:1. En algunas modalidades,
la relacién de agente terapéutico a proteina es de
aproximadamente 2:1. En algunas modalidades, la relacidén de
agente terapéutico a proteina es de aproximadamente 3:1.

En algunas modalidades, el agente terapéutico se
une a la proteina de unidén a TfR humana o de ratdn a través
de un enlazador. En algunas modalidades, el enlazador es
un enlazador de Mal-Tet-TCO, enlazador de SMCC o enlazador
de GDM (las estructuras de estos enlazadores se muestran
en la Tabla 8).

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan conjugados de la Fdérmula (I):
R-L-P, en donde R es un ARN Dbicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina qgue comprende un
dominio de unién a TfR monovalente humano o de ratdn; y en

donde L es un enlazador, o estd opcionalmente ausente. En

13
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algunas modalidades, P es una proteina de unidén a TfR humana
o de ratdédn descrita en la presente. En algunas modalidades,
la relacidén de R a P es de aproximadamente 1:1 a 3:1. En
algunas modalidades, la relacién de R a P es de
aproximadamente 1:1. En algunas modalidades, la relacién
de R a P es de aproximadamente 2:1. En algunas modalidades,
la relacidén de R a P es de aproximadamente 3:1.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unién a T£R
monovalente humano o de ratén; en donde L es un enlazador,
0 esta opcionalmente ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan conjugados de la Fdérmula (I):
R-L-P, en donde R es un ARN Dbicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en la presente
descripcién el dominio de unién a TfR humano comprende una
regién variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable

de cadena ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones

14
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determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, 1la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3

comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la

sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.
En algunas modalidades, en la presente

descripcidén se proporcionan conjugados de la Férmula (I):
R-L-P, en donde R es un ARN Dbicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es

un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en donde el

15
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dominio de unidén a TfR humano comprende una regidn variable
de cadena pesada (VH) y una regidén variable de cadena
ligera (VL), en donde 1la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas 1ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(c) la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.

16
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con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

17
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ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (I): R-L-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£fR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en la presente descripcidédn el dominio
de unidén a TfR humano comprende una regibén variable de cadena
pesada (VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), en
donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

(b) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la

sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende

una secuencia que tiene al menos 95 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia dque tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia gque tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 $ de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de

identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 37; o
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(g) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (I): R-L-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£fR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en la presente descripcidédn el dominio
de unidén a TfR humano comprende una regidén variable de cadena
pesada (VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), en
donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:

27 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(b) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
29 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(c) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
30 vy la VL comprende la sec. con num. de

ident.: 31;
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(d) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
32 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 33;

(e) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
34 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 35;

(f) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
36 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37; o

(g) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
38 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina gque comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en la presente
descripcién el dominio de unién a TfR humano comprende una
regién variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable
de cadena ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones

determinantes de complementariedad de cadenas ligeras
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LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, 1la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18,
y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es

un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en donde el
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dominio de unidén a TfR humano comprende una regidn variable
de cadena pesada (VH) y una regidén variable de cadena
ligera (VL), en donde 1la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas 1ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(c) la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.
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con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
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ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18,

y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unién a T£R
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidén variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

(b) la VH comprende una secuencia que tiene al

)

menos 95 % de identidad de secuencia con 1la
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sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 $ de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la

sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende

una secuencia que tiene al menos 95 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37; o

(g) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37,
y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£R
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidén variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:

27 y la VL comprende la sec. con num. de

ident.: 28;
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(b) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
29 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(c) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
30 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 31;

(d) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
32 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 33;

(e) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
34 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 35;

(f) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
36 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37; o

(g) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
38 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37,

y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, el enlazador (L) es un
enlazador Mal-Tet-TCO, enlazador de SMCC o enlazador de
GDM (ver la Tabla 8§8).

En algunas modalidades, el ARNbc comprende una

cadena no codificante complementaria a un ARNm diana
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seleccionado de SNCA, MAPT, APP, ATXN2, ATXN3, SARMI1, APOE,
BACEl, FMR1, LRRK2, HTT, SODl1, SCN10A, SCN9A o ARNm de
CACNA1IB. En algunas modalidades, el ARNbc comprende una
cadena no codificante complementaria al ARNm de SNCA. En
algunas modalidades, el ARNbc comprende una cadena no
codificante complementaria al ARNm de MAPT.
Se proporcionan en la Tabla 9a secuencias de
cadena codificante y cadena no codificante no modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de SNCA humano.
En algunas modalidades, la cadena codificante y la cadena
no codificante de ARNbc comprenden un par de secuencias de
dcido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:
(a) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 81, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82;

(b) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 83, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 84;

(c) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 85, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 86;

(d) la cadena codificante comprende la sec. con

num. de ident.: 87, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 88;
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(e) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 89 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 90; vy

(f) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 91, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 92;

(g) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 116 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82,

en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la
cadena codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente uno
o mas enlaces internucleotidicos de la cadena codificante vy
la cadena no codificante son enlaces internucleotidicos
modificados. En algunas modalidades, la cadena codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 81 y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de ident.: 82.

Se proporcionan en la Tabla 9b secuencias de
cadena codificante y cadena no codificante no modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de MAPT humano.
En algunas modalidades, la cadena codificante y la cadena
no codificante de ARNbc comprenden un par de secuencias de
adcido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) la cadena codificante comprende la sec. con

num. de ident.: 120, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 121;
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(b) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 122, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 123; vy

(c) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 124 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 125,

en donde opcionalmente uno o mas nucledétidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces internucleotidicos de la cadena
codificante vy la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.

El ARNbc puede incluir modificaciones. Las
modificaciones se pueden realizar en uno o mas nucledtidos
de la cadena codificante y/o cadena no codificante o en los
enlaces internucleotidicos. En algunas modalidades, uno o
mads nucledtidos de la cadena codificante y/o la cadena no
codificante son nucledtidos modificados independientemente,
lo que significa que la cadena codificante y la cadena no
codificante pueden tener diferentes nucledtidos modificados.
En algunas modalidades, <cada nuclebétido de 1la cadena
codificante es un nucledétido modificado. En algunas
modalidades, cada nucledétido de la cadena no codificante es
un nucledétido modificado. En algunas modalidades, el
nucledtido modificado es un nucledtido modificado con 2'-

fluoro, un nucledétido modificado con 2'-O-metilo o un
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nucledtido modificado con 2'-0O-alquilo. En algunas
modalidades, cada nucledétido de la cadena codificante y 1la
cadena no codificante es independientemente un nucledtido
modificado, por ejemplo, un nucledtido modificado con 2'-
fluoro, un nucledétido modificado con 2'-O-metilo o un
nucledétido modificado con 2'-O-alquilo.

En algunas modalidades, 1la cadena codificante
tiene cuatro nucledétidos modificados con 2'-fluoro, por
ejemplo, en las posiciones 7, 9, 10, 11 desde el extremo 5'
de la cadena codificante. En algunas modalidades, los otros
nucledétidos de la cadena codificante son nucledtidos
modificados con 2'-O-metilo. En algunas modalidades, la
cadena no codificante tiene cuatro nucledétidos modificados
con 2'-fluoro, por ejemplo, en las posiciones 2, 6, 14, 16
desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
modalidades, los otros nucledétidos de la cadena no
codificante son nucledétidos modificados con 2'-O-metilo.

En algunas modalidades, la cadena codificante
tiene tres nucledétidos modificados con 2'-fluoro, por
ejemplo, en las posiciones 9, 10, 11 desde el extremo 5'
de la cadena codificante. En algunas modalidades, los otros
nuclebétidos de la cadena codificante son nucledtidos
modificados con 2'-O-metilo. En algunas modalidades, 1la
cadena no codificante tiene cinco nucledtidos modificados
con 2'-fluoro, p. ej., en las posiciones 2, 5, 7, 14, 16

desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
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modalidades, la cadena no codificante tiene cinco
nucledétidos modificados con 2'-fluoro, por ejemplo, en las
posiciones 2, 5, 8, 14, 16 desde el extremo 5' de la cadena
no codificante. En algunas modalidades, 1la cadena no
codificante tiene cinco nucledétidos modificados con 2'-
fluoro, por ejemplo, en las posiciones 2, 3, 7, 14, 16
desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
modalidades, los otros nucledtidos de la cadena no
codificante son nucledétidos modificados con 2'-O-metilo.

En algunas modalidades, el extremo 5' de 1la
cadena no codificante tiene un andlogo de fosfato, por
ejemplo, 5'-vinilfosfonato (5'-VP).

En algunas modalidades, la cadena codificante o
la cadena no codificante comprende una porcidn abéasica o
una porcidén abasica invertida.

En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante tienen uno o mas enlaces
internucleotidicos modificados. En algunas modalidades, el
enlace internucleotidico modificado es un enlace
fosforotioato. En algunas modalidades, la cadena codificante
tiene cuatro o cinco enlaces fosforoticato. En algunas
modalidades, la cadena no codificante tiene cuatro o cinco
enlaces fosforotioato. En algunas modalidades, la cadena
codificante y la cadena no codificante tienen cada una cuatro

o cinco enlaces fosforotiocato. En algunas modalidades, la
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cadena codificante tiene cuatro enlaces fosforoticato y la
cadena no codificante tiene cuatro enlaces fosforotioato.

Se proporcionan en la Tabla 1lla secuencias de
cadena codificante y cadena no codificante modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de SNCA humano.
Se proporcionan en la Tabla 1lb secuencias de cadena
codificante y cadena no codificante modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de MAPT humano.

En otro aspecto, en la presente descripcidén se
proporcionan métodos para tratar una enfermedad del SNC,
p. ej., una enfermedad neurodegenerativa, en un paciente
que lo necesita, y tal método comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de la proteina o conjugado
de unién a TfR humano o una composicidén farmacéutica
descrita en la presente.

En un aspecto adicional, en la presente
descripcidén se proporcionan métodos para tratar una
sinucleinopatia neurodegenerativa en un paciente que 1lo
necesita, y tal método comprende administrar al paciente
una cantidad efectiva de la proteina o conjugado de unidn
a TfR humano o una composicidén farmacéutica descrita en la
presente (p. ej., un conjugado de ARNip de TBP-SNCA descrito
en la presente o una composicidén farmacéutica gque comprende
tal conjugado de ARNip de  TBP-SNCA). En algunas
modalidades, la sinucleinopatia neurodegenerativa se

selecciona de la enfermedad de Parkinson, enfermedad de
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Alzheimer, atrofia multisistémica o demencia con cuerpos
de Lewy. La proteina o conjugado de unién a TfR humano o
una composicidén farmacéutica se puede administrar al
paciente por via intravenosa o subcutanea.

En un aspecto adicional, en la presente descripcidn
se proporcionan métodos para tratar una tauopatia en un
paciente que lo necesita, y tal método comprende administrar
al paciente una cantidad efectiva de las proteinas o
conjugado de unién a TfR humano o una composicidén
farmacéutica descrita en la presente (p. ej., un conjugado
de ARNip de TBP-MAPT descrito en la presente o una composicidn
farmacéutica que comprende tal conjugado de ARNip de TBP-
MAPT) . En algunas modalidades, la tauopatia se selecciona de
la enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal (FTD,
por sus siglas en 1inglés), demencia frontotemporal con
parkinsonismo unido al cromosoma 17 (FTDP-17, por sus siglas
en inglés), degeneracidédn lobar frontotemporal (FTLD, por sus
siglas en inglés), demencia frontotemporal variante
conductual (bvFTD, por sus siglas en 1inglés), afasia
progresiva primaria variante no fluida (nfvPPA, por sus
siglas en 1inglés), enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Pick (PiD, por sus siglas en 1inglés), afasia progresiva
primaria de variante semdntica (PPA-S, por sus siglas en
inglés), afasia progresiva primaria de variante logopénica
(PPA-L, por sus siglas en inglés), tauopatia multisistémica

con demencia presenil (MSTD, por sus siglas en inglés),
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demencia con ovillos neurofibrilares (NFT, por sus siglas en
inglés), FTD con enfermedad de la motoneurona, pardlisis
supranuclear progresiva (PSP, por sus siglas en inglés),
complejo de esclerosis lateral amiotrdéfica/parkinsonismo-
demencia (ALS-PDC, por sus siglas en inglés), demencia
argirofilica granulosa (AGD, por sus siglas en inglés),
angiopatia amiloide de tipo britéanico, angiopatia amiloide
cerebral, encefalopatia traumatica crénica (CTE, por sus
siglas en inglés), degeneracidén corticobasal (CBD, por sus
siglas en inglés), enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, por
sus siglas en inglés), demencia pugilistica, ovillos
neurofibrilares difusos con calcificacidén, sindrome de Down,
epilepsia, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
enfermedad de Hallervorden-Spatz, enfermedad de Huntington,
miositis con cuerpos de inclusidén, encefalopatia por plomo,
enfermedad de Lytico-Bodig, meningiocangiomatosis, atrofia
multisistémica, distrofia miotdnica, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C (NP-C, por sus siglas en inglés), enfermedad de
la motoneurona no guamaniana con ovillos neurofibrilares,
parkinsonismo postencefadlico, angiopatia amiloide cerebral
por proteina pridnica, gliosis subcortical progresiva,
demencia solo por ovillos, demencia con predominio de
ovillos, ganglioglioma, gangliocitoma, encefalitis
esclerosante subaguda, esclerosis tuberosa, lipofuscinosis,
tauopatia primaria relacionada con la edad (PART, por sus

siglas en inglés) o tauopatias globulares gliales (GGT, por
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sus siglas en inglés). La proteina o conjugado de unidén a
TfR humano o una composicidén farmacéutica se puede
administrar al paciente por via intravenosa o subcutanea.
En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas o conjugados de unién a TfR humanos
descritos en la presente o composiciones farmacéuticas que
comprenden tales proteinas o conjugados de unidén a TfR
humanos para usar en una terapia. También se proporcionan en
la presente descripcidén proteinas o conjugados de unidén a
TfR humanos descritos en la presente o composiciones
farmacéuticas que comprenden tales proteinas o conjugados de
unién a TfR humanos (p. ej., un conjugado de ARNip de TBP-
SNCA descrito en la presente o una composicidén farmacéutica
que comprende tal conjugado de ARNip de TBP-SNCA) para usar
en el tratamiento de una sinucleinopatia neurodegenerativa,
p. ej., la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
atrofia multisistémica o demencia de cuerpos de Lewy. También
se proporcionan en la presente descripcidn proteinas o
conjugados de unién a TfR humanos descritos en la presente o
composiciones farmacéuticas que comprenden tales proteinas o
conjugados de unién a TfR humanos (p. ej., un conjugado de
ARNip de TBP-MAPT descrito en la presente o una composicidn
farmacéutica que comprenden tales conjugados de ARNip de TBP-
MAPT) para usar en el tratamiento de una tauopatia, p. ej.,
p. ej., la enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal

(FTD), demencia frontotemporal con parkinsonismo unido al
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cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracidén lobar frontotemporal
(FTLD) , demencia frontotemporal variante conductual (bvFTD),
afasia progresiva primaria variante no fluida (nfvPPA),
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick (PiD), afasia
progresiva primaria de variante semédntica (PPA-S), afasia
progresiva primaria de variante logopénica (PPA-L), tauopatia
multisistémica con demencia presenil (MSTD), demencia con
ovillos neurofibrilares (NFT), FTD con enfermedad de la
motoneurona, parédlisis supranuclear progresiva (PSP),
complejo de esclerosis lateral amiotrdéfica/parkinsonismo-
demencia (ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD),
angiopatia amiloide de tipo britédnico, angiopatia amiloide
cerebral, encefalopatia traumdtica crbénica (CTE) ,
degeneracidén corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares
difusos con calcificacidén, sindrome de Down, epilepsia,
enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de
Hallervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis con
cuerpos de inclusidén, encefalopatia por plomo, enfermedad de
Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica,
distrofia miotdnica, enfermedad de Niemann-Pick de tipo C
(NP-C), enfermedad de la motoneurona no guamaniana con
ovillos neurofibrilares, parkinsonismo postencefalitico,
angiopatia amiloide cerebral por proteina pridnica, gliosis
subcortical progresiva, demencia solo por ovillos, demencia

con predominio de ovillos, ganglioglioma, gangliocitoma,
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encefalitis esclerosante subaguda, esclerosis tuberosa,
lipofuscinosis, tauopatia primaria relacionada con la edad
(PART) o tauopatias globulares gliales (GGT).

En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan usos de proteinas o conjugados de unidén a TER
humanos descritos en la presente en la fabricacién de un
medicamento para tratar una enfermedad del SNC, p. ej., una
enfermedad neurodegenerativa. En algunas modalidades, la
enfermedad neurodegenerativa es una sinucleinopatia
neurodegenerativa, p. ej., la enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, atrofia de multisistémica o demencia
de cuerpos de Lewy. En algunas modalidades, la enfermedad
degenerativa es una tauopatia, p. ej., enfermedad de
Alzheimer, demencia frontotemporal (FTD) , demencia
frontotemporal con parkinsonismo unido al cromosoma 17 (FTDP-
17), degeneracién lobar frontotemporal (FTLD), demencia
frontotemporal variante conductual (bvFTD), afasia
progresiva primaria variante no fluida (nfvPPA), enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Pick (PiD), afasia progresiva
primaria de variante semantica (PPA-S), afasia progresiva
primaria de variante logopénica (PPA-L), tauopatia
multisistémica con demencia presenil (MSTD), demencia con
ovillos neurofibrilares (NFT), FTD con enfermedad de la
motoneurona, paralisis supranuclear progresiva (PSP),
complejo de esclerosis lateral amiotrdéfica/parkinsonismo-

demencia (ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD),
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angiopatia amiloide de tipo britadnico, angiopatia amiloide
cerebral, encefalopatia traumdtica crbdnica (CTE) ,
degeneracidén corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares
difusos con calcificacidén, sindrome de Down, epilepsia,
enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de
Hallervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis con
cuerpos de inclusidn, encefalopatia por plomo, enfermedad de
Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica,
distrofia miotdénica, enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NP-
C), enfermedad de la motoneurona no guamaniana con ovillos
neurofibrilares, parkinsonismo posencefalitico, angiopatia
amiloide cerebral por proteina pridnica, gliosis subcortical
progresiva, demencia solo por ovillos, demencia con
predominio de ovillos, ganglioglioma, gangliocitoma,
encefalitis esclerosante subaguda, esclerosis tuberosa,
lipofuscinosis, tauopatia primaria relacionada con la edad

(PART) o tauopatias globulares gliales (GGT).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A mnmuestra un cromatograma de
intercambio anidénico analitico (aAEX, por sus siglas en
inglés) ilustrativo del perfil de DAR para el conjugado
TBP11-ARNbc antes de la purificacidén. La Figura 1B muestra

un cromatograma de aAEX ilustrativo del perfil DAR para el
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conjugado TBP14-ARNbc después de 1la purificacidén. La
Figura 1C muestra un cromatograma de aAEX ilustrativo del
perfil DAR para el conjugado de TBP15-ARNbc antes de la
purificacién. La Figura 1D muestra un cromatograma de aAEX
ilustrativo del perfil DAR para el conjugado de TBP15-
ARNbc después de la purificacién. La Figura 1E muestra
diagramas ilustrativos de conjugados de TBP-ARNbc de DAR2
(arriba) o DAR1l (abajo).

La Figura 2 muestra la unién, internalizacién vy
degradacién in vitro de las moléculas indicadas en neuronas
corticales de ratédn.

La Figura 3 muestra la potencia in vitro de las
moléculas indicadas para inactivar la SNCA de ratén en
neuronas corticales primarias de ratédn.

La Figura 4 muestra la unidén, internalizacién vy
evaluacién de la degradacién in vitro de las moléculas
indicadas en células SHSYS5Y.

La Figura 5 muestra la potencia in vitro de las
moléculas indicadas para inactivar 1la SNCA humana en
células SH-SY5Y.

Las Figuras 6A, 6B y 6C muestran datos de prueba
de concepto de ratdén que demuestran la eficacia
farmacodindmica del conjugado de ARNip de mTBP-SNCA con
multiples dosis intravenosas (IV) en un solo punto temporal
(28 dias), que muestra la reduccidén de proteina y ARNm de

SNCA en el cerebro de ratdn (Figura 6A) y reduccidn del
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ARNm de SNCA en la médula espinal (Figura 6B) vy 1los
ganglios de la raiz dorsal lumbar (Figura 6C).

Las Figuras 7A y 7B muestran los datos de evolucidn
temporal de la eficacia farmacodindmica de la prueba de
concepto de ratén del conjugado de ARNip de mTBP2-SNCA
después de una dosis IV Unica con ratones sacrificados en
miultiples puntos temporales después de la dosis (7 dias, 28
dias, 70 dias y 120 dias), gque muestran la farmacodindmica
curso temporal de la reduccidén de proteinas y ARNm de SNCA
en el cerebro de ratén (Figura 7A) y reduccidn de proteinas
y ARNm de SNCA en la médula espinal (Figura 7B). Las barras
de error en las Figuras 7A y 7B son desviaciones estéandar y
el analisis estadistico se realizd con un Anova
unidireccional con la prueba de comparacidén multiple de
Dunnett contra el grupo de control de PBS. Las anotaciones
indican valores p >
0,0001=****; >0,001l=***; >0,01l=**; >0,05=*.

La Figura 8A muestra la reduccidén del ARNm de SNCA
en tejidos de mono Cynomolgus 29 dias después de dos dosis
periféricas IV Unicas sucesivas (administradas con dos horas
de diferencia) de ARNip de TBP10-SNCA (ARNbc num. 8 en la
Tabla 1la) conjugado a 4,4 mg/kg de ARNip. La Figura 8B
muestra la reduccién del ARNm de SNCA en tejidos de mono
Cynomolgus 29 dias después de dos dosis periféricas IV Unicas
sucesivas (administradas con dos horas de diferencia) de

ARNip de TBP11-SNCA (ARNbc num. 8 en la Tabla 1la) conjugado
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a 1,3 mg/kg de ARNip. Las barras de error en las Figuras 8A
y 8B son el error estédndar de la media y el analisis
estadistico se realizd con un Anova unidireccional con la
prueba de comparacidén miultiple de Dunnett contra el grupo de
control de PBS. Las anotaciones indican valores P > 0,0001 a
0,05 = *. La Figura 8C muestra la comparacién de la eficacia
en el cerebro de ratdn de conjugados de proteina de unidn a
TfR de ratdn a dosis de ARNip equivalentes a NHP ajustadas
al peso corporal. Las barras de error en la Figura 8C son
desviaciones estdndar y el andlisis estadistico se realizd
con un Anova unidireccional con la prueba de comparacidn
miltiple de Dunnett contra el grupo de control de PBS. Las
anotaciones indican valores P >
0,0001=****; >0,001l=***; >0,01=**; >0,05=*.

La Figura 9A muestra la reduccién del ARNm de
SNCA en tejidos de mono Cynomolgus después de tres meses
de administracidén intravenosa (IV) periférica mensuales de
ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc nutm. 10 en la Tabla 1la)
conjugado a 10 mg/kg de ARNip. La Figura 9B muestra la
reduccién de la o proteina sinucleina en tejidos de mono
Cynomolgus después de tres administraciones IV periféricas
mensuales de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla
1la) conjugado a 10 mg/kg de ARNip. La Figura 9C muestra
la reduccién del ARNm de SNCA en los tejidos de mono
Cynomolgus 85 dias después de una Unica administracidén IV

periférica de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc ntim. 10 en la Tabla
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1la) conjugado a 10 mg/kg de ARNip. La Figura 9D muestra
la reduccidén de la o proteina sinucleina en tejidos de mono
Cynomolgus 85 dias después de una Unica administracidén IV
periférica de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla
lla) conjugado a 10 mg/kg de ARNip. La Figura 9E muestra
la reduccién del ARNm de SNCA en el musculo gastrocnemio
después de una o tres administraciones IV periféricas
mensuales sucesivas de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10
en la Tabla 1la) conjugado a 10 mg/kg de ARNip.

La Figura 10A muestra la reduccidén del ARNm de
MAPT en tejidos de mono Cynomolgus después de tres
administraciones IV periféricas mensuales de ARNip de
TBP14-MAPT (ARNbc num. 38 en la Tabla 11lb) conjugado a
10 mg/kg de ARNip. La Figura 10B muestra la reduccidn de
la proteina Tau en tejidos de mono Cynomolgus después de
tres administraciones IV periféricas mensuales de ARNip de
TBP14-MAPT (ARNbc num. 38 en la Tabla 11lb) conjugado a
10 mg/kg de ARNip.

La Figura 11A muestra la reduccidén del ARNm de MAPT
en tejidos de mono Cynomolgus después de tres
administraciones IV periféricas mensuales de ARNip de TBPl4-
MAPT (ARNbc num. 39 en la Tabla 1lb) conjugado a 10 mg/kg.
La Figura 11B muestra la reduccidén de la proteina Tau en
tejidos de mono Cynomolgus después de tres administraciones
IV periféricas mensuales de ARNip de TBP14-MAPT (ARNbc num.

39 en la Tabla 1lb) conjugado a 10 mg/kg de ARNip.
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La Figura 12A muestra la reduccidén del ARNm de
MAPT en tejidos de mono Cynomolgus después de tres
administraciones IV periféricas mensuales de ARNip de
TBP14-MAPT (ARNbc num. 40 en la Tabla 11lb) conjugado a
10 mg/kg de ARNip. La Figura 12B muestra la reduccidén de
la proteina Tau en tejidos de mono Cynomolgus después de
tres administraciones IV periféricas mensuales de ARNip de
TBP14-MAPT (ARNbc num. 40 en la Tabla 11lb) conjugado a
10 mg/kg de ARNip.

La Figura 13A muestra las reducciones de ARNm de
SNCA en tejidos de mono Cynomolgus un mes después de una
Uinica administracién IV periférica de ARNip de TBP16-SNCA
(ARNbc nim. 10 en la Tabla 1la) conjugado (DAR1l) a 1 mg/kg
de ARNip. Las Figuras 13B y 13C muestran las reducciones
de ARNm de SNCA en tejidos de cerebro de mono Cynomolgus
seleccionados un mes después de una uUnica administracidn
IV periférica de ARNip de TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en la
Tabla 1la) conjugado (DAR1) a 1 mg/kg (13B) y 10 mg/kg
(13C) de ARNip. La Figura 13D muestra la farmacocinética
(PK, por sus siglas en 1inglés) plasmatica del ARNip
asociado al conjugado después de una Unica administracidn
IV periférica de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la
Tabla 1la) conjugado (DAR2) a 10 mg/kg de ARNip o de ARNip
de TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado
(DAR1) a 10 mg/kg o 1 mg/kg de ARNip. La Figura 13E muestra

las concentraciones de ARNip totales en tejidos de cerebro
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de mono Cynomolgus seleccionados en el dia 29 después de
una Unica administracidén IV periférica de ARNip de TBP15-
SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado (DAR1) a 1
o 10 mg/kg de ARNip.

La Figura 14A muestra la PK plasmatica del ARNip
asociado al conjugado en ratones transgénicos TfR humanos
después de una Unica administracidén IV periférica de ARNip
de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado (DAR2)
o de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la)
conjugado (DAR1) a 10 mg/kg de ARNip. La Figura 14B muestra
concentraciones de tejido cerebral del ARNip no codificante
total a las 24 horas en ratones transgénicos TfR humanos
después de una Unica administracidén IV periférica de ARNip
de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado (DAR2)
o de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1lla)
conjugado (DAR1) en dosis variables. La Figura 14C muestra
concentraciones de tejido cerebral del ARNip total en ratones
transgénicos TfR humanos 24 horas después de una unica
administracién IV periférica de ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc
nam. 10 en la Tabla 1lla) conjugado (DAR2) o de ARNip de
TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado (DAR1)
en dosis variables de ARNip. La Figura 14D muestra la
reduccidén en los niveles de ARNm de SNCA en los homogeneizados
cerebrales totales el dia 28 en ratones transgénicos TfR
humanos después de una Unica administracidén IV periférica de

ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado
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(DAR2) o de ARNip de TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla
1la) conjugado (DAR1) en dosis variables de ARNip. Las barras
de error son desviaciones estandar y el andlisis estadistico
se realizdé con un Anova unidireccional con la prueba de
comparacién multiple de Dunnett contra el grupo de control
de PBS. Las anotaciones indican valores P >
0,0001=****; >0,001=***; >0,01=**; >0,05=*. La Figura 1l4E
muestra reducciones en los niveles de ARNm de SNCA en los
homogeneizados cerebrales totales el dia 28 en ratones
transgénicos TfR humanos después de una Unica administracidn
subcutdnea del conjugado de ARNip de TBP15-SNCA (ARNbc num.
10 en la Tabla 1la) (DAR1l) en dosis variables de ARNip. Las
barras de error son desviaciones estandar y el andlisis
estadistico se realizd con un Anova unidireccional con la
prueba de comparacidén maltiple de Dunnett contra el grupo de
control de PBS. Las anotaciones indican valores P >

0,0001=***x*; >0,001l=***; >0,01=**; >0,05=*.
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DESCRIPCION DETALLADA

En la presente descripcidn se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unidén a TfR
monovalente humano (“proteinas de unidén a TfR humanos”),
proteinas que comprenden un dominio de unidén a TfR
monovalente de ratédn (“proteinas de unidédn a TfR de ratdn”),
conjugados que comprenden tales proteinas de unidén a TfR
humanos o de ratén, p. ej., conjugados de proteinas de
unién a TfR humano-ARNbc, composiciones farmacéuticas que
comprenden proteinas o conjugados de unién a TfR humanos,
y métodos para tratar enfermedades del SNC (p. ej.,
enfermedad neurodegenerativa, tal como sinucleinopatia o
tauopatia neurodegenerativa) usando proteinas o conjugados

de unidén a TfR humano.

Proteinas de unidén a TfR humano

En un aspecto, en la presente descripcidén se
proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidn a
TfR monovalente humano (“proteinas de unidén a TfR humanos”).
En algunas modalidades, el dominio de unidén de TfR humano
monovalente comprende una regidén variable de cadena pesada
(VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), y la VH
comprende regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende

regiones determinantes de complementariedad de cadenas
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ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3. En algunas modalidades, el
dominio de unién a TfR monovalente humano comprende una VH
que comprende HCDR1, HCDR2 y HCDR3 seleccionadas de la Tabla
1. En algunas modalidades, el dominio de wunién a TfR
monovalente humano comprende una VL que comprende LCDR1,
LCDR2 vy LCDR3 seleccionadas de la Tabla 2. En algunas
modalidades, el dominio de unién a TfR monovalente humano
comprende una VH que comprende HCDR1, HCDRZ y HCDR3
seleccionadas de la Tabla 1, y/o una VL que comprende LCDRI,
LCDR2 y LCDR3 seleccionadas de 1la Tabla 2. En algunas
modalidades, el dominio de unién a TfR monovalente humano
comprende una VH y/o una VL seleccionada de la Tabla 3. En
algunas modalidades, el dominio de unién a TfR monovalente
humano (“TBD”, por sus siglas en inglés) es TBD1, TBD2, TBD3,
TBD4, TBD5, TBD6, TBD6, TBD7, TBD8 o TBDY9. En algunas
modalidades, el dominio de unidén a TfR monovalente humano es
TBD1, TBDZ2, TBD3, TBD4, TBD5, TBD6, TBD6 o TBD7. En algunas
modalidades, las proteinas de unidén a TfR humanos descritas
en la presente también se unen a TfR de mono Cynomolgus.

Tabla 1. Secuencias ilustrativas de CDR de cadena pesada

del dominio de unidén a TfR humano

Dominio de |HCDR1l (KABAT) HCDR2 (KABAT) HCDR3 (KABAT)

unién a T£fR

(TBD)

humano

TBD1 SYSMN SISRSSSYIYYADSVKG EHGYSNSDAFDI
(sec. con num. (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 1) ident.: 2) ident.: 3)
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TBD2 SYSMN SISRSSSYIYYADSVKG TIHGYSNSDAFDK
(sec. con num (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 1) ident.: 2) ident.: 7)
TBD3 SYSMN SISRSSSYIYYADSVKG TIHGYSNSDAFDI
(sec. con num (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 1) ident.: 2) ident.: 8)
TBD4 SYSMN SISSSSSYIYYADSVKG RHGYSNSDAFDN
(sec. con num (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 1) ident.: 10) ident.: 11)
TBD5 TYWMH RINGDGSRTNYADSVKG SSYAFDV
(sec. con num. (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 13) ident.: 14) ident.: 15)
TBD6 TYWMH RINSDGSRTNYADSVKG SSYAFDV
(sec. con num. (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 13) ident.: 19) ident.: 15)
TBD7 TYWMH RINSDGSRTNYADSVKG SSYAFHV
(sec. con num. (sec. con num. de (sec. con num. de
de ident.: 13) ident.: 19) ident.: 20)
TBDS8 SYSMN SISX221SSSYIYYADSVKG, en |XaaiHGYSNSDAFD Xaaz,
(consenso (sec. con num. donde Xsa1 = R 0 S en donde Xaa1 = E, I o
de TBD1-4) de ident.: 1) (sec. con num. de R; Xaaz2 = I, Ko N
ident.: 21) (sec. con num. de
ident.: 22)
TBD9 TYWMH RINX,21DGSRTNYADSVKG, en SSYAF Xas.1V, en donde
(consenso (sec. con num. donde Xsa1 = G o S Xaa1 = D o H
de TBD5-7) de ident.: 13) (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 25) ident.: 26)
Tabla 2. Secuencias ilustrativas de CDR de cadena ligera

del dominio de unidén a TfR humano

Dominio de LCDR1 (KABAT) LCDR2 (KABAT) LCDR3 (KABAT)

unién a T£fR

(TBD) humano

TBD1 RASQGISNYLA AASSLQS LQHNSYPRT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 4) ident.: 5) ident.: 6)

TBD2 RASQGISNYLA AASSLQS LOHNSYPRT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 4) ident.: 5) ident.: 0)

TBD3 RASQGISHYLV AASSLQS LOHNSYPRT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 9) ident.: 5) ident.: 0)

TBD4 RASQGISHYLV AASSLQS LOHNSYPWT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 9) ident.: 5) ident.: 12)
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TBD5 RSSQSLLDSDDGSTYLD LLSNRAS MQRIEFPLT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 16) ident.: 17) ident.: 18)
TBD6 RSSQSLLDSDDGSTYLD LLSNRAS MQRIEFPLT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 16) ident.: 17) ident.: 18)
TBD7 RSSQSLLDSDDGSTYLD LLSNRAS MQRIEFPLT
(sec. con num. de (sec. con num. de (sec. con num. de
ident.: 16) ident.: 17) ident.: 18)
TBDS8 RASQGIS Xa21YL Xaa2, en|AASSLQS LQHNSYP X.41T, en
(consenso de |donde Xss1 = N o H; (sec. con ntm. de donde Xsa1 = R o W
TBD1-4) Xaaz = A OV ident.: 5) (sec. con num. de
(sec. con num. de ident.: 24)
ident.: 23)
TBDY9 RSSQSLLDSDDGSTYLD LLSNRAS MQRIEFPLT
(consenso de |(gec. con ntm. de (sec. con num. de (sec. con num. de
TBD5-7) ident.: 16) ident.: 17) ident.: 18)
Tabla 3. Secuencias ilustrativas de dominio de unidén a

TfR humano VH y VL

Dominio de
unién a T£fR
(TBD)
humano

TBD1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASG
FTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSIS
RSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAREHGYSN
SDAFDIWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:

27)

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRAS
QGISNYLAWFQQOKPGKVPKRLIYAAS
SLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSL
QPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKV
EIK

(sec. con num. de ident.:

28)

TBD2

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASG
FTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSIS
RSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSN
SDAFDKWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:

29)

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRAS
QGISNYLAWFQQOKPGKVPKRLIYAAS
SLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSL
QPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKV
EIK

(sec. con num. de ident.:

28)

TBD3

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASG
FTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSIS
RSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSN
SDAFDIWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:

30)

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRAS
QGISHYLVWFQQKPGKVPKRLIYAAS
SLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSL
QPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKV
EIK

(sec. con num. de ident.:

31)
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TBD4

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASG
FTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSIS
SSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSN
SDAFDNWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:
32)

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRAS
QGISHYLVWEFQQOKPGKVPKRLIYAAS
SLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSL
QPEDFATYYCLQHNSYPWTFGQGTKV
EIK

(sec. con num. de ident.:
33)

TBDS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FTFRTYWMHWVRQAPGKGLLWVSRIN
GDGSRTNYADSVKGRFTISRDNAKKT
LYLOMNSLRAEDTAVYFCARSSYAFD
VWGQGTMVTVSS

(sec. con num. de ident.:
34)

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLDSDDGSTYLDWYLOKPGQSPQL
LIYLLSNRASGVPDRFSGSGSGTVET
LKISSVEAADVGVYYCMQRIEFPLTF
GGGTKVEIK

(sec. con num. de ident.:
35)

TBD6

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRIN
SDGSRTNYADSVKGRFTISRDNAKNT
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFD
VWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:
36)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLDSDDGSTYLDWYLOKPGQSPQL
LIYLLSNRASGVPDRFSGSGSGTDET
LKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFPLTF
GGGTKVEIK

(sec. con num. de ident.:
37)

TBD7

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRIN
SDGSRTNYADSVKGRFTISRDNAKNT
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFH
VWGQGTLVTVSS

(sec. con num. de ident.:
38)

DIVMTQTPLSLPVIPGEPASISCRSS
OSLLDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQL
LIYLLSNRASGVPDRFSGSGSGTDET
LKISRVEAEDVGVYYCMORIEFPLTF
GGGTKVEIK

(sec. con num. de ident.:
37)

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unién
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR

humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende

regiones determinantes de complementariedad de cadenas

pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones

determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI,

LCDR2 y LCDR3, y en donde las HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI1,
LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:

(a) la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
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con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas gque comprenden un dominio de unién
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI,
LCDR2 y LCDR3, y en donde la HCDR1 comprende la sec. con num.
de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.:
21, la HCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 22, la
LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.: 23, la LCDR2
comprende la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende
la sec. con num. de ident.: 24. En algunas modalidades, en
la presente descripcidén se proporcionan proteinas que
comprenden un dominio de unidn (TfR) al receptor de

transferrina humana monovalente, en donde el dominio de uniédn
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a TfR humana comprende una VH y una VL, en donde la VH
comprende las regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDRZ y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas

ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde la HCDR1l comprende la

sec. con num. de ident.: 13, la HCDR2 comprende la sec. con
num. de ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con num. de
ident.: 26, la LCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:

16, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 17, y la
LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas gque comprenden un dominio de unién
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TEfR
humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI,
LCDR2 y LCDR3, y en donde las HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI1,
LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:

(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;
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la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
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sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

(f) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o

(g) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidén
a TfR monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras LCDRI1,
LCDR2 y LCDR3, y en donde la HCDR1 comprende la sec. con num.
de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.:

2, la HCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 3, la LCDR1
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comprende la sec. con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende la sec.
con num. de ident.: 6. En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas gque comprenden un
dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el dominio
de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL, en donde la
VH comprende regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDRZ y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDRZ y LCDR3, y en donde la HCDR1l comprende
la sec. con num. de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 7, la LCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:
4, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 5 y la
LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 6. En algunas
modalidades, en la presente descripcién se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR humano
comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas HCDRI,
HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadenas ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, vy
en donde la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.: 1,
la HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 2, la HCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende

la sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la sec.
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con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 6. En algunas modalidades, en 1la presente
descripcidén se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unién a TfR monovalente humano, en donde el dominio
de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL, en donde la
VH comprende regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDRZ y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, y en donde la HCDR1l comprende
la sec. con num. de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 11, la LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
9, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 5 y la
LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 12. En algunas
modalidades, en la presente descripcién se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR humano
comprende una VH y una VL, en donde la VH comprende regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas HCDRI,
HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadenas ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, vy
en donde la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.: 13,
la HCDRZ2 comprende la sec. con num. de ident.: 14, la HCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende
la sec. con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la sec.

con num. de ident.: 17 y la LCDR3 comprende la sec. con num.
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de ident.: 18. En algunas modalidades, en la presente
descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el dominio
de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL, en donde la
VH comprende regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, y en donde la HCDR1l comprende
la sec. con num. de ident.: 13, la HCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
16, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 17 y la
LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 18. En algunas
modalidades, en la presente descripcién se proporciona un
dominio de unién a TfR monovalente humano, en donde el dominio
de unidén a TEfR humano comprende una VH y una VL, en donde la
VH comprende regiones determinantes de complementariedad de
cadenas pesadas HCDR1, HCDRZ y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3, y en donde la HCDR1l comprende
la sec. con num. de ident.: 13, la HCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
16, la LCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 17 y la

LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 18.
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En

algunas modalidades, en la presente

descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un

dominio de unién a TfR monovalente humano, en donde el

dominio de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL,

y en donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a)

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende
una secuencia gque tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al

o

menos 95 % de identidad de secuencia con 1la

sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
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En

o5

una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37; o

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 37.

algunas modalidades, en la presente

descripcidén se proporcionan proteinas que comprenden un

dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el

dominio de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL,

y en donde la VH y VL comprenden las siguientes secuencias:
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la VH

27 'y

ident.:

la VH

29 vy

ident.:

la VH

30 y

ident.:

la VH

32y

ident.:

la VH

34 vy

ident.:

la VH

36 y

ident.:

la VH

38 y

ident.

comprende la sec.

la VL comprende

28;

comprende la sec.

la VL comprende

28;

comprende la sec.

la VL comprende

31;

comprende la sec.

la VL comprende

33;

comprende la sec.

la VL comprende

35;

comprende la sec.

la VL comprende

37; o

comprende la sec.

la VL comprende

: 37.

con num. de

la sec. con
con num. de
la sec. con
con num. de
la sec. con
con num. de
la sec. con
con num. de
la sec. con
con num. de
la sec. con
de

con num.

la sec. con

ident.:

de

num.

ident.:

de

num.

ident.:

de

num.

ident.:

de

num.

ident.:

de

num.

ident.:

de

num.

ident.:

num. de

En algunas modalidades, en la presente descripcidn

se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidn

a TfR monovalente humano,

en donde el dominio de unidén a TfR

humano comprende una VH y una VL, y en donde la VH comprende

la sec.

con num. de ident.:
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num. de ident.: 28. En algunas modalidades, en la presente
descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unién a TfR monovalente humano, en donde el
dominio de unidén a TfR humano comprende una VH y una VL, y
en donde la VH comprende la sec. con num. de ident.: 29 y
la VL comprende la sec. con num. de ident.: 28. En algunas
modalidades, en la presente descripcidn se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unidén a TfR
monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR humano
comprende una VH y una VL, y en donde la VH comprende la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende la sec. con
num. de ident.: 31. En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el
dominio de unién a TfR humano comprende una VH y una VL, y
en donde la VH comprende la sec. con num. de ident.: 32 y
la VL comprende la sec. con num. de ident.: 33. En algunas
modalidades, en la presente descripcidn se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR humano
comprende una VH y una VL, y en donde la VH comprende la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende la sec. con
num. de ident.: 35. En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas gue comprenden un
dominio de unidén a TfR monovalente humano, en donde el

dominio de unién a TfR humano comprende una VH y una VL, y
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en donde la VH comprende la sec. con num. de ident.: 36 y
la VL comprende la sec. con num. de ident.: 37. En algunas
modalidades, en la presente descripcidn se proporcionan
proteinas que comprenden un dominio de unidén a TfR
monovalente humano, en donde el dominio de unidén a TfR humano
comprende una VH y una VL, y en donde la VH comprende la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende la sec. con
nim. de ident.: 37.

En algunas modalidades, el dominio de unidén a
TfR monovalente humano es un fragmento de anticuerpo, p.
ej., Fab, scFv, Fv o scFab (Fab monocatenario). En algunas
modalidades, el dominio de unidén a TfR monovalente humano
es Fab. En algunas modalidades, el dominio de unidén a T£fR
humano comprende ademds una regidén constante de cadena
pesada y/o una regidén constante de cadena ligera.

En algunas modalidades, las proteinas de unién a
TfR humanos descritas en la presente comprenden ademds un
extensor de vida media, ©p. ej., una regidén Fc de
inmunoglobulina o un VHH que se une a albumina sérica
humana (HSA, por sus siglas en inglés).

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden ademids una
regién Fc de inmunoglobulina, p. ej., una regidn Fc de IgG4
humana modificada, o una regidén Fc de IgGl humana modificada.
En algunas modalidades, las proteinas de unidén a TfR humanos

descritas en la presente comprenden ademds una regidn Fc de
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IgG4 humana modificada que comprende prolina en el residuo
228 y alanina en los residuos 234 y 235 (todos los residuos
se numeran de acuerdo con la numeracidén del indice EU, también
denominado regidén Fc de hIgG4PAA). En algunas modalidades,
las proteinas de unidén a TfR humanos descritas en la presente
comprenden ademéds una regién Fc de IgGl humana modificada
que comprende alanina en los residuos 234, 235 y 329, serina
en la posicidén 265, acido aspartico en la posicidn 436 (todos
los residuos se numeran de acuerdo con la numeracidén del
indice EU, también denominado regién Fc de hIgGl efectora
nula o hIgGlEN). En algunas modalidades, las proteinas de
unién a TfR humanos descritas en la presente comprenden una
regién Fc de IgGl o IgG4 humana modificada, en donde la regidén
Fc comprende un primer dominio CH3 de Fc que comprende una
serina en la posicidén 349, una metionina en la posicidn 366,
una tirosina en la posicién 370 y una valina en la posicidn
409; y un segundo dominio CH3 de Fc que comprende una glicina
en la posicidén 356, un acido aspéartico en la posicidédn 357,
una glutamina en la posicién 364 y una alanina en la posicidn
407 (todos los residuos se numeran de acuerdo con la
numeracién del indice EU). En algunas modalidades, las
proteinas de unidén a TfR humanos descritas en la presente
comprenden una regidén Fc de IgGl o IgG4 humana modificada
que comprende un primer dominio CH3 de Fc que comprende

leucina en el residuo 405 y un segundo dominio CH3 de Fc que

65



10

15

comprende arginina en el residuo 409 (todos los residuos se
numeran de acuerdo con la numeracidédn del indice EU).

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden ademads un
VHH que se une a HSA humana. En algunas modalidades, el
VHH también wune albUmina de ratdén, rata vy/o mono
Cynomolgus. Un VHH ilustrativo gque se une a HSA humana se
muestra en la Tabla 4. En algunas modalidades, tal VHH
comprende la CDR1 que comprende la sec. con num. de ident.:
39, la CDR2 que comprende la sec. con nUm. de ident.: 40,
y la CDR3 que comprende la sec. con num. de ident.: 41. En
algunas modalidades, tal VHH comprende la sec. con nuUm. de
ident.: 42. En algunas modalidades, el VHH se enlaza al
dominio de unidén a TfR a través de un enlazador peptidico,
p. €., (GGGGQ)s (sec. con num. de ident.: 70).

Tabla 4. Secuencias ilustrativas de VHH que se une a

albumina sérica humana (HSA)

Regién Secuencia Sec. con
nam. de
ident.

CDR1 (KABAT) |ETAVA 39

CDR2 (KABAT) |GIGGGVDITYYADSVKG 40

CDR3 (KABAT) |[RPGRPLITSKVADLYPY 41

VHH de larga |[EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRYIDETAVAWEFRQA 42

duracién PGKGREFVAGIGGGVDITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LOMNSLRPEDTAVYYCGARPGRPLITSKVADLYPYWGQGT
LVTVSSPP

Enlazador GGGGQGGGGOGGGGQGGGGO 70

opcional

66



10

15

20

25

En algunas modalidades, las proteinas de unidén a
TfR humanos descritas en la presente son anticuerpos
heterodiméricos que comprenden un ©primer brazo Jue
comprende un dominio de unidén a TfR monovalente humano y
un segundo brazo que es un brazo nulo, p. ej., un brazo
gue no se une a ninguna diana humana conocida (p. €j., un
brazo de isotipo). Se han descrito anticuerpos
heterodiméricos, tales como heteromab, orthomab o duobody
en WO2014150973, w02016118742, W02018118616, WO2011131746.
En algunas modalidades, el primer brazo comprende uno
cualquiera de los dominios de wunidén a TfR humanos
monovalentes descritos en la ©presente. En algunas
modalidades, el segundo brazo es un brazo nulo gue no se
une a ninguna diana humana conocida (p. eJj., un brazo de
isotipo) que comprende las secuencias de la Tabla 5. En
algunas modalidades, el segundo brazo comprende una VH y
una VL, en donde la VH comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3,
% la VL comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadenas ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3,
en donde la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
43, la HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 44, la

HCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 45, la LCDRI1

comprende la sec. con num. de ident.: 46, 1la LCDR2
comprende la sec. con num. de ident.: 47 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 48. En algunas
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modalidades, el segundo brazo comprende una VH y una VI,
en donde la VH comprende la sec. con nUm. de ident.: 49 y
una VL comprende la sec. con num. de ident.: 50. En algunas
modalidades, el segundo brazo comprende una cadena pesada
(HC) y una cadena ligera (LC), en donde la HC comprende la
sec. con num. de ident.: 51 y la LC comprende la sec. con
num. de ident.: 52.

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden mutaciones
heterodiméricas. En algunas modalidades, las proteinas de
unién a TfR humanos descritas en la presente comprenden
una regién Fc modificada que comprende un primer dominio
CH3 de Fc que comprende serina en el residuo 349, metionina
en el residuo 366, tirosina en el residuo 370 y valina en
el residuo 409, vy un segundo dominio CH3 de Fc que
comprende glicina en el residuo 356, acido aspartico en el
residuo 357, glutamina en el residuo 364 y alanina en el
residuo 407 (todos los residuos se numeran de acuerdo con
la numeracién del indice EU). En algunas modalidades, las
proteinas de unidén a TfR humanos descritas en la presente
comprenden una regidén Fc modificada que comprende un primer
dominio CH3 de Fc que comprende leucina en el residuo 405
y un segundo dominio CH3 de Fc que comprende arginina en
el residuo 409 (todos los residuos se numeran de acuerdo

con la numeracidédn del indice EU).
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Tabla 5. Secuencias ilustrativas de un brazo de isotipo o

brazo nulo gque no se une a ninguna diana conocida

(isotipo Ab)

Regién Secuencia Sec. con
num. de
ident.

HCDR1 (KABAT) |[SYAIE 43

HCDR2 (KABAT) |GILPGSGTINYNEKFKG 44

HCDR3 (KABAT) |[MSSNSDQGFDL 45

LCDR1 (KABAT) |KASQGISRFLS 46

LCDR2 (KABAT) |AVSSLVD 47

LCDR3 (KABAT) |VQYNSYPYG 48

VH QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFSSYAIEWVRQAP 49

GOGLEWMGGILPGSGTINYNEKFKGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARMSSNSDQGEFDLWGQGTLVTVSS

VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQGISRFLSWFQQKP 50
GKAPKSLIYAVSSLVDGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCVQYNSYPYGFGGGTKVEIK

HC (hIgG4PAA) |QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSSYAIEWVRQAP 51
GQGLEWMGGILPGSGTINYNEKFKGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARMSSNSDQGFDLWGQGTLVTVSSAST
KGPXVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGL
PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFLLYSKL
TVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG, en
donde X es S o C.

LC DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQGISRELSWEQQOKPG 52
(kappa KAPKSLIYAVSSLVDGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED
humana) FATYYCVQYNSYPYGFGGGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDE

QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

En algunas modalidades, las proteinas de unidén a
TfR humanos descritas en la presente comprenden uno O mas
residuos de cisteina nativos, que se pueden usar para la
conjugacién. Por ejemplo, en algunas modalidades, la
proteina de unién a TfR humano descrita en la presente

comprende una cisteina nativa en la posicién 220 de la cadena
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ligera y/o una cisteina nativa en la posicidén 226 de la
cadena pesada, que se puede usar para la conjugacidédn (todos
los residuos de acuerdo con la numeracidén del indice EU).
En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR humanos descritas en la presente comprenden residuos
de cisteina disefiadas por ingenieria para la conjugacidn.
El enfoque de incluir cisteinas disefiadas por ingenieria
como medio para la conjugacién se ha descrito en WO
2018/232088. En algunas modalidades, las proteinas de unidn
a TfR humanos descritas en la presente comprenden una cadena
pesada que comprende una o0 mas cisteinas en los siguientes
residuos: 124, 157, 162, 2062, 373, 375, 378, 397, 415 (todos
los residuos de acuerdo con la numeracidén del indice EU).
En algunas modalidades, las proteinas de unidén a TfR humanos
descritas en la presente comprenden una cadena ligera (p.
ej., una cadena ligera kappa) gque comprende una o© més
cisteinas en los siguientes residuos: 156, 171, 191, 193,
202, 208 (todos los residuos de acuerdo con la numeracidn
del indice EU). En algunas modalidades, las proteinas de
unién a TfR humanos descritas en la presente comprenden una
regién constante de cadena pesada que comprende cisteina
en el residuo 124 (de acuerdo con la numeracidn del indice
EU) . En algunas modalidades, las proteinas de unidén a TfR
humanos descritas en la presente comprenden una regidn
constante de cadena ligera que comprende cisteina en el

residuo 156 (de acuerdo con la numeracidn del indice EU).
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En algunas modalidades, las proteinas de unidn a TfR humanos
descritas en la presente comprenden una regién Fc de
inmunoglobulina que comprende cisteina en el residuo 378
(de acuerdo con la numeracidén del indice EU).

En algunas modalidades, la proteina de unidén a TfR
humano descrita en la presente es una cualquiera de las
proteinas de unidén a TfR humanos en la Tabla 6a y 6b. En
algunas modalidades, la proteina de unién a TfR humano
descrita en la presente tiene una cadena pesada (HC) y una
cadena ligera (LC), p. ej., TBP1l, TBP2, TBP3, TBP4, TBP5S,
TBP6, TBP7, TBP8 o TBPY9 (ver la Tabla 6a).

En algunas modalidades, la proteina de unidén a TfR
humano descrita en la presente tiene un formato Fab-Fc, p.
ej., TBP1, TBP2, TBP3, TBP4, TBP5, TBP6 o TBP7. En algunas
modalidades, en la presente descripcidn se proporcionan
proteinas de unién a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 53 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 54. En algunas
modalidades, en la presente descripcién se proporcionan
proteinas de unién a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 55 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 54. En algunas
modalidades, en la presente descripciédn se proporcionan
proteinas de unidén a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 56 vy

la LC comprende la sec. con num. de ident.: 57. En algunas
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modalidades, en la presente descripcidn se proporcionan
proteinas de unién a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 58 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 59. En algunas
modalidades, en la presente descripcidén se proporcionan
proteinas de unién a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 60 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 61. En algunas
modalidades, en la presente descripciédn se proporcionan
proteinas de unidén a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 62 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 63. En algunas
modalidades, en la presente descripciédn se proporcionan
proteinas de unidén a TfR humano comprenden una HC y una LC,
en donde la HC comprende la sec. con num. de ident.: 64 y
la LC comprende la sec. con num. de ident.: 63.

En algunas modalidades, la proteina de unidén a TfR
humano descrita en la presente tiene un formato Fab, p. ej.,
TBP8. En algunas modalidades, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas de unidén a TfR humanos comprenden una
HC y una LC, y en donde la HC comprende la sec. con num. de
ident.: 65 y la LC comprende la sec. con num. de ident.: 59.

En algunas modalidades, la proteina de unidén a
TfR humano descrita en la presente tiene un formato Fab-
VHH, p. ej., TBP9. En algunas modalidades, en la presente

descripcidén se proporcionan proteinas de unidén a TIR
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humanos

comprenden una HC y wuna LC,

en donde

comprende la sec. con num. de ident.: 66 y la LC comprende
la sec. con num. de ident.: 67.

Tabla 6a. Secuencias ilustrativas de proteinas de unidn a
TfR humano (una HC y una LC)

Proteina de
unién a T£fR
humano
(TBP)

HC

LC

TBP1

(TBD1 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFT
FSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSS
YIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMN
SLRAEDTAVYYCAREHGYSNSDAFDIWG
OGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLT
VLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOE
GNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLG

(sec.
53)

con num. de ident.:

DIOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQG
ISNYLAWFQQOKPGKVPKRLIYAASSLOS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFA
TYYCLOHNSYPRTFGQOGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV

THQGLSSPVTKSEFNRGEC
(sec. con num. de ident.:
54)

TBP2

(TBD2 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGF
TEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRS
SSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYL
OMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAF
DKWGQGTLVTVSSASTKGPXVEFPLAPC
SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVD
KRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQE
DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSLG, en donde X
es S o C.

(sec. con num. de ident.:
55)

DIOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQG
ISNYLAWFQQOKPGKVPKRLIYAASSLOS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFA
TYYCLOHNSYPRTFGQGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV

THQGLSSPVTKSEFNRGEC
(sec. con num. de ident.:
54)

TBP3

(TBD3 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFET
FSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSS
YIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLQOMN
SLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDIWG
QOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

DIOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQG
ISHYLVWFQQKPGKVPKRLIYAASSLQS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLOHNSYPRTFGQGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
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LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLT
VLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQE
GNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

(sec.
56)

con num. de ident.:

KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

(sec. con num. de ident.: 57)

TBP4

(TBD4 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGF
TESSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSS
SSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
OMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAF
DNWGQGTLVTVSSASTKGPXVFPLAPC
SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVD
KRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQE
DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSLG, en donde X
es S o C.
(sec. con num. de ident.:

58)

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQG
ISHYLVWEFQQOKPGKVPKRLIYAASSLQS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLOHNSYPWTFGQGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFEY
PREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSEFNRGEC

(sec. con num. de ident.: 59)

TBPS

(TBDS Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFT
FRTYWMHWVRQAPGKGLLWVSRINGDGS
RTNYADSVKGRFTISRDNAKKTLYLQOMN
SLRAEDTAVYFCARSSYAFDVWGQGTMV
TVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT
YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK
GOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

(sec.
60)

con num. de ident.:

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSL
LDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQLLIYLLS
NRASGVPDRESGSGSGTVETLKISSVEAA
DVGVYYCMORIEFPLTFGGGTKVEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFEF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HOGLSSPVTKSEFNRGEC

(sec. con num. de ident.: 61)

TBP6

(TBD6 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET
FRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGS
RTNYADSVKGRETISRDNAKNTLYLQOMN
SLRAEDTAVYYCARSSYAFDVWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT
YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVE'S
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQOSL
LDSDDGSTYLDWYLOKPGQSPQLLIYLLS
NRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAE
DVGVYYCMQORIEFPLTFGGGTKVEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HOGLSSPVTKSFNRGEC

(sec. con num. de ident.: 63)

74




(sec. con num. de ident.:

62)

TBP7

(TBD7 Fab-
hIgG4PAA
Fc)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFET
FRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGS
RTNYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARSSYAFHVWGQGTLV
TVSSASTKGPXVEFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT
YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG, en
donde X es S o C.

(sec. con num. de ident.:

64)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSL
LDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQLLIYLLS
NRASGVPDREFSGSGSGTDEFTLKISRVEAE
DVGVYYCMQRIEFPLTFGGGTKVEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQGLSSPVTKSENRGEC

(sec. con num. de ident.: 63)

TBPS
(TBD4 Fab)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFET
FSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSS
YIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLQOMN
SLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWG
QOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKC

(sec. con num. de ident.:

65)

DIOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGI
SHYLVWFQQOKPGKVPKRLIYAASSLQSGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYY
CLOHNSYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSENRGEC

(sec. con num. de ident.: 59)

TBP9

(TBD4 Fab-
VHH)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGET
FSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSS
YIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWG
QOGTLVTVSSASTKGPCVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKCD
KTHTGGGGQGGGGQGGGGQGGGGQGGGG
QEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGR
YIDETAVAWFRQAPGKGREFVAGIGGGV
DITYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOM
NSLRPEDTAVYYCGARPGRPLITSKVAD
LYPYWGQGTLVTVSSPP

(sec. con num. de ident.:

66)

DIOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGI
SHYLVWFQOKPGKVPKRLIYAASSLQOSGV
PSREFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYY
CLOHNSYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAK
VOWKVDNALQCGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

(sec. con num. de ident.: 67)

TfR humana descrita en la presente tiene més de una cadena

pesada

6b) .

humana tiene dos cadenas pesadas

ligeras

(HC)

(LC1 y LC2).

En algunas modalidades,

En algunas modalidades,
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de unidén a TfR humana descrita en la presente tiene un
formato de anticuerpo heterodimérico, p. ej., TBP1O,
TBP11, TBP12 o TBP13.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas de unidén a TfR humano
que comprenden dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y dos cadenas

ligeras LCl y LC2, en donde la HCl comprende la sec. con

nim. de ident.: 64, la LCl comprende la sec. con num. de
ident.: 63, la HC2 comprende la sec. con num. de ident.:
51 y LC2 comprende la sec. con num. de ident.: 52. En

algunas modalidades, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas de unidén a TfR humano que comprenden
dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y dos cadenas ligeras LC1l vy

LC2, en donde la HC1l comprende la sec. con num. de ident.:

55, la LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 54, 1la
HC2 comprende la sec. con num. de ident.: 51 y LC2
comprende la sec. con num. de ident.: 52. En algunas

modalidades, en la presente descripcidén se proporcionan
proteinas de unidén a TfR humano que comprenden dos cadenas
pesadas HC1l y HC2 y dos cadenas ligeras LCl y LC2, en donde
la HC1 comprende la sec. con num. de ident.: 56, la LCl
comprende la sec. con num. de ident.: 57, la HC2 comprende
la sec. con num. de ident.: 51 y LC2 comprende la sec. con
ntim. de ident.: 52. En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan proteinas de unidén a TfR humano

que comprenden dos cadenas pesadas HCl y HC2 y dos cadenas
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ligeras LCl1 y LC2, en donde HC1l comprende la sec. con num.
de ident.: 58, LCl1 comprende la sec. con num. de ident.:
59, HC2 comprende la sec. con num. de ident.: 51 y LC2
comprende la sec. con num. de ident.: 52.

En algunas modalidades, la proteina de unién a
TfR humano tiene dos cadenas pesadas (HC1 y HC2) vy una
cadena ligera (LCl), p. ej., TBP14, TBP15, TBP1l6. En algunas
modalidades, en la presente descripcidén se proporcionan
proteinas de unién a TfR humano que comprenden dos cadenas

pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera LCl, en donde la HC1

comprende la sec. con num. de ident.: 68, la LCl comprende
la sec. con num. de ident.: 59, la HC2 comprende la sec.
con num. de ident.: 69. En algunas modalidades, en 1la

presente descripcidn se proporcionan proteinas de unidn a
TfR humano que comprenden dos cadenas pesadas HCl1 y HC2 y
una cadena ligera LCl, en donde la HCl comprende la sec.
con num. de ident.: 138, la LC1l comprende la sec. con num.
de ident.: 59, la HC2 comprende la sec. con num. de ident.:
139. En algunas modalidades, en la presente descripcidén se
proporcionan proteinas de unién a TfR humano que comprenden

dos cadenas pesadas HC1 y HC2 y una cadena ligera LC1l, en

donde la HC1l comprende la sec. con num. de ident.: 166, la
LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 54, 1la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 167.
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Tabla 6b. Secuencias ilustrativas de proteinas de unidn a

TfR humano (multiples HC y/o LC)

Proteina de HC1l LC1 HC2 LC2
unién a T£fR
humano (TBP)

TBP10 Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num.
(Ab de ident.: 64 |de ident.: 63|de ident.: 51 |de ident.: 52
heterodimérico

de isotipo

TBD7)

TBP11 Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num.
(Ab de ident.: 55|de ident.: 54 |de ident.: 51 |de ident.: 52
heterodimérico

de isotipo

TBD2)

TBP12 (Ab Sec. con num. |Sec. con num. [Sec. con num. |Sec. con num.

heterodimérico |de ident.: 56|de ident.: 57 |de ident.: 51|de ident.: 52
de isotipo

TBD3)

TBP13 Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num. [Sec. con num.
(Ab de ident.: 58 |de ident.: 59|de ident.: 51 |de ident.: 52
heterodimérico

de TBD4-)

TBP14 Sec. con num. |Sec. con num. [Sec. con num. |[N/A*

(Brazo de ident.: 68|de ident.: 59|de ident.: 69

heteromab de

TBD4-uno,

A378C)

TBP15 (brazo Sec. con num. |Sec. con num. |[Sec. con num. |N/A*
heteromab2 de de ident.: de ident.: 59|de ident.:

TBD4-uno, 138 139

5124C)

TBP16 Sec. con num. |Sec. con num. [Sec. con num. |[N/A*

(Brazo de ident.: de ident.: 54 |de ident.:

heteromab de 166 167

TBD2-uno,

5124C)

Sec. con num. EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGEFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSY
de ident.: 68 IYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCP
PCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKG
QPREPQVSTLPPSQEEMTKNQVSLMCLVYGFYPSDICVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSVLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLG

Sec. con num. ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
de ident.: 69 EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQGDMTKNQVQLTCLVKGEFYPSDI
CVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLASRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLG
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Sec. con num. EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSY
de ident.: 138 |IYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQG
TLVTVSSASTKGPCVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCP
PCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKG
QPREPQVSTLPPSQEEMTKNQVSLMCLVYGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSVLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
de ident.: 139 |EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQGDMTKNQVQLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLASRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSY
de ident.: 166 |IYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDKWGQG
TLVTVSSASTKGPCVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCP
PCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
de ident.: 167 |NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOPEN
NYKTTPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

*N/A = no aplicable, lo que significa que el TBP no tiene esa cadena
pesada o ligera.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unidén del receptor de transferrina (TfR) humano
monovalente, en donde el dominio de unidén a TfR humano se
une a un epitopo que comprende uno o mas residuos en (a)
residuos 346-364 FGNMEGDCPSDWKTDSTCR (sec. con num. de
ident.: 119), (b) residuos 243-247 FEDLY (sec. con num. de
ident.: 162) vy residuos 345-364 LFGNMEEGDCPSDWKTDSTCR)
(sec. con num. de ident.: 163), o (c) residuos 243-247
FEDLY (sec. con num. de ident.: 162), residuos 259-263
AGKIT (sec. con num. de ident.: 164) y residuos 532-538

(VEKLTLD) (sec. con num. de ident.: 165), de TfR humana.
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En la presente descripcidédn también se proporcionan
anticuerpos que comprenden una VH que comprende HCDR1, HCDR2
y HCDR3 seleccionadas de la Tabla 1, y/o una VL que comprende
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 seleccionadas de la Tabla 2. En algunas
modalidades, tales anticuerpos comprenden una VH y/o una VL
seleccionada de la Tabla 3.

Las proteinas o anticuerpos de unidén a TfR
descritos en la presente pueden producirse de manera
recombinante en una célula huésped, por ejemplo, usando un
vector de expresidén. Por ejemplo, un vector de expresidn
puede incluir una secuencia que codifica uno o méas péptidos
sefial que facilitan la secrecidédn del (los) polipéptido(s)
de una célula huésped. Los vectores de expresidén qgue
contienen un polinucledétido de interés (p. ej., un
polinucledtido que codifica una cadena pesada o una cadena
ligera de las proteinas o anticuerpos de unidén a T£R)
pueden transferirse a una célula huésped mediante métodos
bien conocidos. Adicionalmente, los vectores de expresidn
pueden contener uno o mas marcadores de seleccidn, p. ej.,
tetraciclina, neomicina y dihidrofolato reductasa, para
ayudar en la deteccidén de células huéspedes transformadas
con las secuencias polinucleotidicas deseadas.

Una célula huésped incluye células transfectadas,
transformadas, transducidas o infectadas de manera estable o
transitoria con uno o mas vectores de expresidn que expresan

la totalidad o una porcidn de las proteinas o anticuerpos de
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unién a TfR descritos en la presente. De acuerdo a algunas
modalidades, una célula huésped puede transfectarse,
transformarse, transducirse o infectarse de manera estable o
transitoria con un vector de expresidén que expresa
polipéptidos HC y un vector de expresidn que expresa
polipéptidos LC de proteinas o anticuerpos de unidén a TfR
descritos en la presente. En algunas modalidades, una célula
huésped puede transfectarse, transformarse, transducirse o
infectarse de manera estable o transitoria con un vector de
expresidén que expresa polipéptidos HC y LC de proteinas o
anticuerpos de unién a TfR descritos en la presente. Las
proteinas o anticuerpos de unidén a TfR pueden producirse en
células de mamifero, tales como células CHO, NSO, HEK293 o
COS de acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica.
El medio, en el que se ha secretado las proteinas
o anticuerpos de unidén a TfR, puede purificarse mediante
técnicas convencionales, tales como métodos de modo mixtos
de cromatografia de intercambio idénico e interaccidn
hidrofébica. Por ejemplo, el medio puede aplicarse vy
eluirse de una proteina A o una columna G usando métodos
convencionales; también pueden usarse métodos de modo
mixtos de cromatografia de intercambio idénico e interaccidn
hidrofébica. El agregado soluble y los multimeros pueden
eliminarse efectivamente mediante técnicas comunes, lo que
incluye exclusidén por tamafio, interacciédn hidrdbdfoba,

intercambio idénico, o cromatografia con hidroxiapatita.
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Pueden emplearse diversos métodos de purificacidédn de
proteinas, y tales métodos se conocen en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology
182: 83-89 (1990) y  Scopes, Protein Purification:

Principles and Practice, 3rd Edition, Springer, NY (1994).

Proteinas de unidén a TfR de ratdn

En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unidén a
TfR monovalente de ratédn (“proteinas de unidén a TfR de ratdn”
o mTBP). Estas proteinas de unién a TfR de ratdn pueden
servir como moléculas sustitutas como las proteinas de unidn
a TfR humanos descritas anteriormente en modelos de ratdn.
En algunas modalidades, el dominio de unidén a T£fR
monovalente de ratdn comprende una regidn variable de cadena
pesada (VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), vy
la VH comprende regiones determinantes de complementariedad
de cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende
regiones determinantes de complementariedad de cadenas
ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3. En algunas modalidades, el
dominio de unidén a TfR monovalente de ratdédn comprende una
VH que comprende HCDR1, HCDR2 y HCDR3 seleccionadas de la
Tabla 7a, y/o una VL que comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3
seleccionadas de la Tabla 7a. En algunas modalidades, el
dominio de unién a TfR monovalente humano comprende una VH

y/o0 una VL seleccionada de la Tabla 7a.
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En algunas modalidades, en la presente
descripcién se proporcionan proteinas que comprenden un
dominio de unidén a TfR monovalente de ratdén, en donde el
dominio de unidén a TfR de ratdn comprende una VH y una VL,
en donde una VH comprende las regiones determinantes de la
complementariedad de cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 y HCDR3,
y la VL comprende regiones determinantes de
complementariedad de cadenas ligeras LCDR1, LCDR2 y LCDR3,
y en donde la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
71, la HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 72, la
HCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 73, la LCDR1
comprende la sec. con num. de ident.: 74, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 75 y la LCDR3 comprende la sec.
con num. de ident.: 76. En algunas modalidades, en 1la
presente descripcidn se proporcionan proteinas que
comprenden un dominio de unidén a TfR monovalente de ratén,
en donde el dominio de unidén a TfR de ratdédn comprende una
VH que comprende la sec. con num. de ident.: 77 y una VL
que comprende la sec. con num. de ident.: 78.

En algunas modalidades, la proteina de unidén a
TfR de ratdén descrita en la presente tiene una cadena
pesada (HC) y una cadena ligera, p. e€j., mIBPl en la Tabla
7b. En algunas modalidades, la proteina de unidén a TfR de
ratdén tiene dos cadenas pesadas (HC1l y HC2) y dos cadenas

ligeras (LCl y LC2), p. €j., mTBP2 en la Tabla 7b.
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En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan proteinas que comprenden un dominio de unién
a TfR monovalente de ratdn, en donde el dominio de unidn a
TfR de ratdn comprende una cadena pesada (HC) que comprende
la sec. con num. de ident.: 79 y una cadena ligera (LC) que
comprende la sec. con num. de ident.: 80.

En algunas modalidades, las proteinas de unidn a
TfR de ratdén descritas en la presente son anticuerpos
heterodiméricos que comprenden un ©primer brazo Jque
comprende un dominio de unién a TfR monovalente de ratdn
y un segundo brazo que es un brazo nulo gque no se une a
ninguna diana humana conocida (p. ej., un brazo de
isotipo). En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan proteinas de unidén a TfR de
ratdédn que comprenden dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y dos

cadenas ligeras LCl y LC2, en donde HCl1l comprende la sec.

con num. de ident.: 79, LCl comprende la sec. con nUm. de
ident.: 80, HC2 comprende las sec. con num. de ident.: 51,
y LC2 comprende la sec. con num. de ident.: 52.

Ademéds, en la presente descripcidn se proporcionan
anticuerpos que comprenden una VH que comprende HCDR1, HCDR2
y HCDR3 seleccionadas de la Tabla 7a, y/o una VL due
comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3 seleccionadas de la Tabla 7a.
En algunas modalidades, tales anticuerpos comprenden una VH

y/o0 una VL seleccionada de la Tabla 7a.
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Tabla 7a. S

ecuencias i1lustrativas del dominio de unidén a

TfR de ratd

n

Regidén Secuencia Sec. con num. de
ident.

HCDR1 (KABAT) |GSYWIC 71

HCDR2 (KABAT) |CIYSTSGGRTYYASWVKG 72

HCDR3 (KABAT) |GDDSISDAYFDL 73

LCDR1 (KABAT) |QSSQSVYNNNRLA 74

LCDR2 (KABAT) |DASTLAS 75

LCDR3 (KABAT) |QGTYFSSGWSWA 76

VH QSLEESGGDLVKPEGSLTLTCTASGFSFSGSYWICWVRQAP 77
GKGLEWIGCIYSTSGGRTYYASWVKGRFTISKTSSTTVTLO
MTSLTAADTATYFCARGDDSISDAYFDLWGPGTLVTVSS

VL ALDMTQTASPVSAAVGGTVTINCQSSQSVYNNNRLAWYQQ 78
KPGQPPKLLIYDASTLASGVPSRFKGSGSGTQFTLTISGV
QSDDSATYYCQGTYFSSGWSWAFGGGTEVVVK

Tabla 7b. Secuencias ilustrativas de proteinas de unidn a

TfR de ratd

n

Proteina de HC1l LC1 HC2 LC2

unién a T£fR de

ratén (mTBP)

mTBP1 Sec. con num. Sec. con num. N/A N/A
de ident.: 79 de ident.: 80

mTBP2 Sec. con num. Sec. con num. Sec. con num. Sec. con num.
de ident.: 79 de ident.: 80 de ident.: 51 de ident.: 52

Sec. con num. QSLEESGGDLVKPEGSLTLTCTASGEFSFSGSYWICWVRQAPGKGLEWIGCIYSTSGGRTYY

de ident.: 79 ASWVKGRFTISKTSSTTVTLOMTSLTAADTATYFCARGDDSISDAYFDLWGPGTLVTVSSA
STKGPCVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. ALDMTQTASPVSAAVGGTVTINCQSSQSVYNNNRLAWYQQKPGQPPKLLIYDASTLASGVP

de ident.: 80 SREFKGSGSGTQFTLTISGVQSDDSATYYCQGTYFSSGWSWAFGGGTEVVVKRTVAAPSVET
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

*N/A = no aplicable, lo que significa que el TBP no tiene esa cadena pesada

o ligera.

85




10

15

20

25

Conjugados que comprenden proteina de unidn a TfR humana

o de ratdn

En otro aspecto, en la presente descripcidén se
proporcionan  conjugados que comprenden proteinas o
anticuerpos de unién a TfR humanos o de ratdn descritos en
la presente \ un agente terapéutico. En algunas
modalidades, el agente terapéutico se selecciona de un ARN
bicatenario (p. ej., ARNip, ARNap), oligonucledétido (p.
ej., oligonuclebdétido no codificante), péptido, molécula
pequefia, nanoparticula, nanoparticula lipidica, exosoma,
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este, o una
combinacién de estos. En algunas modalidades, el agente
terapéutico es un ARN Dbicatenario (ARNbc). En algunas
modalidades, el ARNbc comprende una cadena codificante vy
una cadena no codificante, en donde la cadena no codificante
es complementaria a un ARNm diana seleccionado de SNCA,
MAPT, APP, ATXN2, ATXN3, SARM1, APOE, BACEl, FMR1, LRRK2,
HTT, SOD1, SCN1OA, SCN9A o ARNm de CACNAlB. En algunas
modalidades, el ARNbc comprende una cadena codificante vy
una cadena no codificante, en donde la cadena no codificante
es complementaria al ARNm de SNCA. En algunas modalidades,
el ARNbc comprende una cadena codificante y una cadena no
codificante, en donde la cadena no codificante es
complementaria al ARNm de MAPT.

En algunas modalidades, la relacidén de agente

terapéutico a proteina es de aproximadamente 1 a 3. En
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algunas modalidades, la relacidén de agente terapéutico a
proteina es de aproximadamente 1. En algunas modalidades,
la relacidén de agente terapéutico a proteina es de
aproximadamente 2. En algunas modalidades, la relacidn de
agente terapéutico a proteina es de aproximadamente 3.

En algunas modalidades, las proteinas de unidén a
TfR humanos descritas en la presente comprenden uno O mas
residuos de cisteina nativos, que se pueden usar para la
conjugacién. Por ejemplo, en algunas modalidades, la
proteina de unién a TfR humano descrita en la presente
comprende una cisteina nativa en la posicién 220 de la cadena
ligera y/o una cisteina nativa en la posicidén 226 de 1la
cadena pesada, que se puede usar para la conjugacidédn (todos
los residuos de acuerdo con la numeracidén del indice EU).

En algunas modalidades, las proteinas de unién a
TfR humanos descritas en la presente comprenden unc © méas
residuos de cisteina disefiados por ingenieria para la
conjugacidén. El enfoque de incluir cisteinas disefiadas por
ingenieria como medio para la conjugacidén se ha descrito
en WO 2018/232088. En algunas modalidades, las proteinas
de unidén a TfR humanos descritas en la presente comprenden
una cadena pesada que comprende una O mas cisteinas en los
siguientes residuos: 124, 157, 162, 262, 373, 375, 378,
397, 415 (todos los residuos de acuerdo con la numeracidn
del indice EU). En algunas modalidades, las proteinas de

unién a TfR humanos descritas en la presente comprenden
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una cadena ligera (p. ej., una cadena ligera kappa) que
comprende una o mas cisteinas en los siguientes residuos:
156, 171, 191, 193, 202, 208 (todos los residuos de acuerdo
con la numeracidén del indice EU). En algunas modalidades,
las proteinas de unién a TfR humanos descritas en 1la
presente comprenden una regidén constante de cadena pesada
que comprende cisteina en el residuo 124 (de acuerdo con
la numeracidén del indice EU). En algunas modalidades, las
proteinas de unidén a TfR humanos descritas en la presente
comprenden una regidén constante de cadena ligera que
comprende cisteina en el residuo 156 (de acuerdo con la
numeracién del indice EU). En algunas modalidades, las
proteinas de unién a TfR humanos descritas en la presente
comprenden una regidén Fc de inmunoglobulina que comprende
cisteina en el residuo 378 (de acuerdo con la numeracidn
del indice EU).

En algunas modalidades, el agente terapéutico se
une a la proteina de unidén a TfR humana o de ratdén a través
de un enlazador. En algunas modalidades, el enlazador es
un enlazador de Mal-Tet-TCO, enlazador de SMCC o enlazador
de GDM (las estructuras de estos enlazadores se muestran
en la Tabla 8).

Tabla 8. Estructuras enlazadoras ilustrativas

Enlazador Estructura

1 Enlazador 1 de Mal-Tet-TCO
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Los conjugados descritos en la presente se pueden

preparar mediante una variedad de procedimientos conocidos
por un experto en la técnica, algunos de los cuales se

ilustran en las preparaciones y ejemplos a continuaciédn,
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p. €J., en el Ejemplo 3. Un experto en la técnica reconoce
que las etapas de sintesis especificas para cada una de
las wvias descritas ©pueden combinarse de diferentes
maneras, O Jjunto con etapas de diferentes esquemas, para
preparar los conjugados. Los productos de cada etapa pueden
recuperarse mediante métodos convencionales bien conocidos
en la técnica, que incluyen extraccidén, evaporacidn,
precipitacidén, cromatografia, filtracidn, trituracidn vy
cristalizacién. Los reactivos y los materiales de partida
estadn fadcilmente disponibles para un experto en la técnica.

En algunas modalidades, las proteinas de unidén a
TfR con cisteinas nativas o disefiadas por ingenieria
genética descritas en la presente se pueden tratar primero
con un agente reductor, p. ej., DTT, y después reoxidizarse
con un agente oxidante, p. ej., DHAA. Las proteinas de unidn
a TfR oxidadas resultantes después se incuban con un agente
terapéutico funcionalizado con enlazador, P. ej.,

enlazador-ARNbc, para producir los conjugados.

Conjugados de proteinas de unidén a TfR humanos-ARNbc

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (I): R-L-P, en donde
R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una cadena
codificante y una cadena no codificante; en donde P es una
proteina que comprende un dominio de unién a TfR monovalente

humano o de ratdén; y en donde L es un enlazador, o esta
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opcionalmente ausente. En algunas modalidades, P es una
proteina de unién a TfR humana o de ratén descrita en la
presente. En algunas modalidades, la relacidén de R a P es de
aproximadamente 1 a 3. En algunas modalidades, la relacidn
de R a P es de aproximadamente 1. En algunas modalidades, la
relacién de R a P es de aproximadamente 2. En algunas
modalidades, la relacidén de R a P es de aproximadamente 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unién a T£R
monovalente humano o de ratén; en donde L es un enlazador,
0 esta opcionalmente ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan conjugados de la Fdérmula (I):
R-L-P, en donde R es un ARN Dbicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en la presente
descripcién el dominio de unién a TfR humano comprende una
regién variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable

de cadena ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones
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determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, 1la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3

comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la

sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.
En algunas modalidades, en la presente

descripcidén se proporcionan conjugados de la Férmula (I):
R-L-P, en donde R es un ARN Dbicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es

un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en donde el
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dominio de unidén a TfR humano comprende una regidn variable
de cadena pesada (VH) y una regidén variable de cadena
ligera (VL), en donde 1la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas 1ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(c) la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.
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con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
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ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (I): R-L-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£fR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidén variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

(b) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la

sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende

una secuencia que tiene al menos 95 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia dque tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia gque tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 $ de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de

identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 37; o
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(g) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (I): R-L-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£fR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidédn variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:

27 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(b) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
29 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(c) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
30 vy la VL comprende la sec. con num. de

ident.: 31;
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(d) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
32 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 33;

(e) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
34 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 35;

(f) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
36 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37; o

(g) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
38 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina gque comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en la presente
descripcién el dominio de unién a TfR humano comprende una
regién variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable
de cadena ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones

determinantes de complementariedad de cadenas ligeras
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LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, 1la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 21, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 22, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 23, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5, vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 24; o
(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 25, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 26, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18,
y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es

un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en donde el
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dominio de unidén a TfR humano comprende una regidn variable
de cadena pesada (VH) y una regidén variable de cadena
ligera (VL), en donde 1la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 vy HCDR3 vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadenas 1ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde las HCDR1l, HCDRZ2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDR3 comprenden las siguientes secuencias:
(a) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de

ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 3, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(b) la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 7, la LCDR1 comprende la sec.

con num. de ident.: 4, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

(c) la HCDR1l comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 2, la HCDR3 comprende la sec. con

num. de ident.: 8, la LCDR1 comprende la sec.
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con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 5 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 6;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
1, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende la
sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende
la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 12;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 14, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18;

la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 15, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 y la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18; o
la HCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:

13, la HCDR2 comprende la sec. con num. de
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ident.: 19, la HCDR3 comprende la sec. con
num. de ident.: 20, la LCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 16, la LCDR2 comprende la
sec. con num. de ident.: 17 vy la LCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 18,

y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unién a T£R
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidén variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 27 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

(b) la VH comprende una secuencia que tiene al

)

menos 95 % de identidad de secuencia con 1la
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sec. con num. de ident.: 29 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 28;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 30 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 31;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 32 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 33;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 $ de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 34 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 35;

la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la

sec. con num. de ident.: 36 y la VL comprende

una secuencia que tiene al menos 95 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37; o

(g) la VH comprende una secuencia que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 38 y la VL comprende
una secuencia que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 37,
y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante; en donde P
es una proteina que comprende un dominio de unidén a T£R
monovalente humano; y en donde L es un enlazador, o esté
opcionalmente ausente, en donde el dominio de unidén a TfR
humano comprende una regidén variable de cadena pesada (VH)
y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
y VL comprenden las siguientes secuencias:

(a) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:

27 y la VL comprende la sec. con num. de

ident.: 28;
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(b) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
29 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 28;

(c) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
30 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 31;

(d) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
32 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 33;

(e) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
34 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 35;

(f) la VH comprende la sec. con num. de ident.:
36 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37; o

(g) la VH comprende la sec. con nUm. de ident.:
38 y la VL comprende la sec. con num. de
ident.: 37,

y en donde n es 1 a 3.

En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Foérmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no

codificante; en donde P es una proteina gque comprende un
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dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, o estd opcionalmente ausente, en donde el
dominio de unidén a TfR humano comprende una regidn variable
de cadena pesada (VH) y una regidn variable de la cadena
ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones
determinantes de la complementariedad de cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y la VL comprende regiones
determinantes de la complementariedad de cadenas ligeras
LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde la HCDR1 comprende la sec.
con num. de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec. con num.
de ident.: 10, la HCDR3 comprende la sec. con num. de
ident.: 11, la LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.:
9, la LCDR2 comprende la sec. con ntm. de ident.: 5 y la
LCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 12, y en donde
n es de 1 a 3. En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador, u opcionalmente ausente, en donde el dominio
de unidén a TfR humano comprende una regidén variable de
cadena pesada (VH) y una regidén variable de cadena ligera

(VL), en donde la VH comprende la sec. con num. de ident.:
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32 y VL comprende la sec. con num. de ident.: 33, y en
donde n es 1 a 3. En algunas modalidades, n es 1. En algunas
modalidades, n es 2. En algunas modalidades, n es 3.

En algunas modalidades, la proteina (P) también
se une a TfR de mono Cynomolgus. En algunas modalidades,
el dominio de unién a TfR humano de la proteina (P) es un
Fab, scFv, Fv o scFab. En algunas modalidades, el dominio
de unidén a TfR humano de la proteina (P) es un Fab. En
algunas modalidades, el dominio de unién a TfR humano de
la proteina (P) comprende ademds una regidén constante de
cadena pesada que comprende cisteina en el residuo 124 (de
acuerdo con la numeracidén del indice EU). En algunas
modalidades, el dominio de wunién a TfR humano de 1la
proteina (P) comprende ademds una regidén constante de
cadena ligera que comprende cisteina en el residuo 156 (de
acuerdo con la numeracidén del indice EU).

En algunas modalidades, la proteina (P)
comprende ademads un extensor de vida media, p. ej., una
regién Fc de inmunoglobulina o un VHH que se une a albumina
sérica humana (HSA). En algunas modalidades, la proteina
(P) comprende una regién Fc de inmunoglobulina, p. ej.,
una regidén Fc de IgG4 humano modificada o una regidén Fc de
IgGl humana modificada. En algunas modalidades, la
proteina (P) comprende una regidédn Fc de IgG4 humana
modificada que comprende prolina en el residuo 228 vy

alanina en los residuos 234 y 235 (todos los residuos se
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numeran de acuerdo con la numeracién del indice EU, también
denominado regién Fc de hIgG4PAA). En algunas modalidades,
la proteina (P) comprende una regidén Fc de IgGl humana
modificada que comprende alanina en los residuos 234, 235
y 329, serina en la posicidén 265, &cido aspértico en la
posicién 436 (todos los residuos se numeran de acuerdo con
la numeracidén del indice EU, también denominado regidn Fc
de hIgGlefectora nula o regidédn Fc de hIgGlEN). En algunas
modalidades, la proteina (P) comprende una regidén Fc de
IgGl o IgG4 humana modificada, en donde la regidén Fc
comprende un primer dominio CH3 de Fc que comprende una
serina en la posicién 349, una metionina en la posicién
366, una tirosina en la posicién 370 y una valina en la
posicidén 409; y un segundo dominio CH3 de Fc que comprende
una glicina en la posicidén 356, un a&cido aspartico en la
posicién 357, una glutamina en la posicidén 364 y una
alanina en la posicién 407 (todos los residuos se numeran
de acuerdo con la numeracidén del indice EU). En algunas
modalidades, la proteina (P) comprende una regidén Fc de
IgGl o IgG4 humana modificada que comprende un primer
dominio CH3 de Fc que comprende leucina en el residuo 405
y un segundo dominio CH3 de Fc que comprende arginina en
el residuo 409 (todos los residuos se numeran de acuerdo
con la numeracidén del indice EU).

En algunas modalidades, la proteina (P)

comprende un VHH que se une a HSA humana. En algunas
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modalidades, el VHH también une albuUmina de ratdn, rata
y/o mono Cynomolgus. En algunas modalidades, tal VHH
comprende la CDR1 que comprende la sec. con num. de ident.:
39, la CDR2 que comprende la sec. con num. de ident.: 40,
y la CDR3 que comprende la sec. con nUm. de ident.: 41. En
algunas modalidades, tal VHH comprende la sec. con num. de
ident.: 42. En algunas modalidades, el VHH se enlaza al
dominio de unidén a TfR a través de un enlazador peptidico,
p. €., (GGGGQ)4 (sec. con num. de ident.: 70).

En algunas modalidades, la proteina (P) comprende
una cadena pesada (HC) y una cadena ligera (LC), en donde
la HC y la LC comprenden las siguientes secuencias:

(a) la HC comprende la sec. con nUm. de ident.:

53 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 54;

(b) la HC comprende la sec. con nUm. de ident.:
55 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 54;

(c) la HC comprende la sec. con nUm. de ident.:
56 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 57;

(d) la HC comprende la sec. con nUm. de ident.:
58 y la LC comprende la sec. con num. de

ident.: 59;
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(e) la HC comprende la sec. con num. de ident.:
60 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 61;

(f) la HC comprende la sec. con num. de ident.:
62 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 63; o

(g) la HC comprende la sec. con num. de ident.:
64 y la LC comprende la sec. con num. de
ident.: 63.

En algunas modalidades, la proteina (P)

comprende una HC y una LC, y en donde la HC comprende la

sec. con num. de ident.: 65 y la LC comprende la sec. con
nuim. de ident.: 59.
En algunas modalidades, la proteina (P)

comprende una HC y una LC, y en donde la HC comprende la

sec. con num. de ident.: 66 y la LC comprende la sec. con
nuim. de ident.: 67.
En algunas modalidades, la proteina (P)

comprende dos cadenas pesadas HCl1l y HC2 y una cadena ligera

LCl, en donde la HC1l comprende la sec. con num. de ident.:

68, la LCl comprende la sec. con num. de ident.: 59, la
HC2 comprende la sec. con num. de ident.: 69.
En algunas modalidades, la proteina (P)

comprende dos cadenas pesadas HCl1l y HC2 y una cadena ligera

LC1l, en donde HC1l comprende la sec. con num. de ident.:
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138, LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 59, HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 139.
En algunas modalidades, la proteina (P) comprende

dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera LCl1l, en

donde la HC1l comprende la sec. con num. de ident.: 166, la
LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 54, 1la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 167.

En algunas modalidades, la proteina (P) es un
anticuerpo heterodimérico gque comprende un primer brazo
que comprende un dominio de unidén a TfR monovalente humano
y un segundo brazo que es un brazo nulo, p. ej., un brazo
gue no se une a ninguna diana humana conocida, p. ej., el
brazo de isotipo en la Tabla 5.

En algunas modalidades, la proteina (P)
comprende dos cadenas pesadas HCl1 y HCZ2 y dos cadenas
ligeras LCl1 y LC2, en donde HC1l, LC1l, HC2 y LC2 comprenden
las siguientes secuencias:

(a) HC1 comprende la sec. con num. de ident.: 64,

LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 63,
HC2 comprende la sec. con ntm. de ident.: 51 y
LC2 comprende la sec. con num. de ident.: 52;
(b) HC1 comprende la sec. con num. de ident.: 55,
LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 54,
HC2 comprende la sec. con num. de ident.: 51 y

LC2 comprende la sec. con num. de ident.: 52;
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(c) HC1l comprende la sec. con num. de ident.:
56, LC1 comprende la sec. con num. de ident.:
57, HC2 comprende la sec. con num. de ident.:
51 y LC2 comprende la sec. con num. de
ident.: 52; o

(d) HC1 comprende la sec. con num. de ident.: 58,
LC1 comprende la sec. con num. de ident.: 59,
HC2 comprende la sec. con num. de ident.: 51 y
LC2 comprende la sec. con num. de ident.: 52.

En algunas modalidades, el enlazador (L) estéa
presente y se selecciona de: un enlazador Mal-Tet-TCO, un
enlazador de SMCC o un enlazador de GDM (ver la Tabla 8).
En algunas modalidades, el enlazador (L) estd ausente.

En algunas modalidades, la proteina (P) se une al
extremo 3' de la cadena codificante del ARNbc. En algunas
modalidades, la proteina (P) se une al extremo 5' de la
cadena codificante del ARNbc. En algunas modalidades, la
proteina (P) se une a una posicidédn interna de la cadena
codificante del ARNbc. En algunas modalidades, la proteina
(P) se une al extremo 3' de la cadena no codificante del
ARNbc. En algunas modalidades, la proteina (P) se une a una
posicidén interna de la cadena no codificante del ARNbc.

En algunas modalidades, el ARNbc comprende una
cadena no codificante complementaria a un ARNm diana
seleccionado de SNCA, MAPT, APP, ATXNZ2, ATXN3, SARMI1, APOE,

BACEl, FMR1, LRRK2, HTT, SOD1, SCN10A, SCN9ZA o ARNm de
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cadena no codificante complementaria al ARNm de SNCA. En
algunas modalidades, el ARNbc comprende una cadena no
codificante complementaria al ARNm de MAPT.

En algunas modalidades, la cadena codificante vy
la cadena no codificante del ARNbc tienen una longitud de
15-30 nucledétidos cada una, p. €j., una longitud de 20-25
nucledtidos. En algunas modalidades, el ARNbc tiene una
cadena codificante de 21 nucledétidos y una cadena no
codificante de 23 nucledbétidos. En algunas modalidades, la
cadena codificante y la cadena no codificante del ARNbc
pueden tener extremos no apareados en el extremo 5' o en
el extremo 3' (es decir, extremo no apareado 5' o extremo
no apareado 3'). Por ejemplo, la cadena codificante y la
cadena no codificante pueden tener extremos no apareados
en 5' o 3' de 1 a 5 nucledtidos o de 1 a 3 nucledtidos. En
algunas modalidades, la cadena no codificante comprende un
extremo no apareado en 3' de dos nucledtidos.

Se proporcionan en la Tabla 9a secuencias de cadena
codificante 'y cadena no codificante no modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de SNCA humano.
Se proporcionan en la Tabla ©9b secuencias de cadena
codificante 'y cadena no codificante no modificadas

ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de MAPT humano.

114



Tabla 9a.

Secuencias de acido nucleico no modificadas de

ARNbc dirigidas al ARNm de SNCA humano

(ARNip de SNCA)

Num. |Cadena codificante Sec. Cadena no Sec. Posicién de
de (5' a 3') con codificante con inicio de 1la
ARNbc nim. de|(5' a 3') nam. de [regién diana
ident. ident. |del
transcrito
de SNCA
humano
NM 000345.4
1 CUGUACAAGUGCUCAGUUC 81 UGGAACUGAGCACUUGUAC 82 701
CA AGGA
2 UGUACAAGUGCUCAGUUCC 83 UUGGAACUGAGCACUUGUA 84 702
AA CAGG
3 GAGCAAGUGACAAAUGUUG 85 UCCAACAUUUGUCACUUGC 86 408
GA Ucuu
4 UUCCAAUGUGCCCAGUCAU 87 UCAUGACUGGGCACAUUGG 88 717
GA AACU
5 AGUGACUACCACUUAUUUC 89 UAGAAAUAAGUGGUAGUCA 90 926
UA CUUA
6 GUGACUACCACUUAUUUCU 91 UUAGAAAUAAGUGGUAGUC 92 927
AA ACUU
7 CUGUACAAGNnGCUCAGUUCC 116 UGGAACUGAGCACUUGUAC 82 701
A, en donde n es una AGGA
entidad abasica.
Tabla 9b. Secuencias de &acido nucleico no modificadas de

ARNbc dirigidas al ARNm de MAPT humano

(ARNip de MAPT)

Num. de |Cadena codificante Sec. Cadena no Sec. con|Posicién de
ARNbc ((5' a 3') con codificante (5' a num. de |inicio de la
nam. de|(3"') ident. |regién diana
ident. del
transcrito
de MAPT
humano
NM
001123067.4
20 GUGGAAGUAAAAUCUGAG 120 UUUCUCAGAUUUUACUUCC 121 1070
AAA ACCU
21 CCAAGUGUGGCUCAUUAG 122 UGCCUAAUGAGCCACACUU 123 1020
GCA GGAG
22 UGCAAAUAGUCUACAAAC 124 UUGGUUUGUAGACUAUUUG 125 978%*
CAA CACC
* E1 ultimo nucledétido no coincide con el transcrito.
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En algunas modalidades, el ARNbc se dirige al ARNm
de SNCA. En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo gue
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 81, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de acido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 82;

(b) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de acido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 83, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 84;

(c) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la

sec. con num. de ident.: 85, y la cadena no

codificante comprende una segunda secuencia

116



10

15

20

25

o)

de 4cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 86;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 87, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 88;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 89, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 90;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 91, y la cadena no

codificante comprende una segunda secuencia

de &acido nucleico que tiene al menos 90 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 92; vy

(g) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 116, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 82,

en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces internucleotidicos de la cadena
codificante vy la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.

En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 81, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia

@)

de &acido nucleico que tiene al menos 95 % de
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identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 82;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 83, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de acido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 84;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 85, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 86;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 87, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de 4cido nucleico que tiene al menos 95 % de

identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 88;
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la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 89, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 90;

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 91, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de acido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 92; vy

la cadena codificante comprende una primera
secuencia de 4&acido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 116, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 95 % de

identidad de secuencia con la sec. con num.

de ident.: 82,

en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la cadena

codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
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modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces internucleotidicos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.
En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:
(a) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 81, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82;

(b) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 83, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 84;

(c) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 85, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 86;

(d) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 87, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 88;

(e) la cadena codificante comprende la sec. con
nium. de ident.: 89 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 90;

(f) la cadena codificante comprende la sec. con

nim. de ident.: 91, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 92; y
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(g) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 116 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82,

en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces 1internucleotidicos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.

En algunas modalidades, el ARNbc se dirige al ARNm
de MAPT. En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo qgue
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de 4&cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 120, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de 4&cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 121;

(b) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de 4&cido nucleico que tiene al

menos 90 % de identidad de secuencia con 1la

sec. con num. de ident.: 122, y la cadena no
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codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 123; vy

(c) la cadena codificante comprende una primera

secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 90 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 124 y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 125,
en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces internucleotidicos de la cadena
codificante vy la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.

En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de 4&cido nucleico seleccionadas del grupo dque
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende una primera

secuencia de 4&cido nucleico que tiene al
°

menos 95 % de identidad de secuencia con 1la

sec. con num. de ident.: 120, y la cadena no
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codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 121;

(b) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de &cido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 122, y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de &cido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 123; vy

(c) la cadena codificante comprende una primera
secuencia de acido nucleico que tiene al
menos 95 % de identidad de secuencia con la
sec. con num. de ident.: 124 y la cadena no
codificante comprende una segunda secuencia
de acido nucleico que tiene al menos 95 % de
identidad de secuencia con la sec. con num.
de ident.: 125,

en donde opcionalmente uno o méds nucledtidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o mas enlaces 1internucleotidicos de la cadena

codificante vy la cadena no codificante son enlaces

internucleotidicos modificados.
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En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende la sec. con

num. de ident.: 120, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 121;

(b) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 122, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 123; vy

(c) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 124 y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 125,

en donde opcionalmente uno o mas nucledtidos de la cadena
codificante y la cadena no codificante son nucledtidos
modificados independientemente, y en donde opcionalmente
uno o méas enlaces internucleotidicos de la cadena
codificante vy la cadena no codificante son enlaces
internucleotidicos modificados.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 81, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 82; en donde P es una
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proteina que comprende un dominio de unidén a TfR monovalente
humano; y en donde L es un enlazador o estd ausente, en
donde el dominio de unién a TfR humano comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera (VL), en donde la VH comprende las regiones
determinantes de complementariedad de las cadenas pesadas
HCDR1, HCDR2 y HCDR3, vy la VL comprende las regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera LCDRI1,
LCDR2 y LCDR3, en donde la HCDR1 comprende la sec. con num.
de ident.: 1, la HCDR2 comprende la sec. con nUm. de ident.:
10, la HCDR3 comprende la sec. con num. de ident.: 11, la
LCDR1 comprende la sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2
comprende la sec. con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende
la sec. con num. de ident.: 12, y en donde n es de 1 a 3.
En algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n
es 2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas
modalidades, L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas
modalidades, L es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidén se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 81, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82; en donde P es

una proteina que comprende un dominio de unidén a TfR
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monovalente humano; y en donde L es un enlazador o estéa
ausente, en donde el dominio de wunidén a TfR humano
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) y una
regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
comprende la sec. con num. de ident.: 32 y VL comprende la
sec. con num. de ident.: 33, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades,
L es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.: 81,
y la cadena no codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 82; en donde P es una proteina gque comprende un
dominio de wunidén a TfR monovalente humano, en donde P
comprende dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera
LC1l, en donde la HCl comprende la sec. con num. de ident.:
68, la LCl comprende la sec. con num. de ident.: 59, la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 69; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es

2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
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L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L
es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 81, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 82; en donde P es
una proteina gque comprende un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde P comprende dos cadenas

pesadas HC1 y HC2 y una cadena ligera LC1l, en donde HC1

comprende la sec. con num. de ident.: 138, LCl1 comprende
la sec. con num. de ident.: 59, HC2 comprende la sec. con
nim. de ident.: 139; y en donde L es un enlazador o esté

ausente, y en donde n es de 1 a 3. En algunas modalidades,
n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En algunas
modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es un
enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:

120, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.
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de ident.: 121; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, en donde el dominio de unidén a
TfR humano comprende una regidn variable de cadena pesada
(VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde
la VH comprende las regiones determinantes de
complementariedad de las cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 vy
HCDR3, vy 1la VL comprende las regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en
donde la HCDR1 comprende la sec. con nUm. de ident.: 1, la
HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 10, la HCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende
la sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 12, y en donde n es de 1 a 3. En algunas
modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En
algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es
un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 120, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 121; en donde P es
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una proteina que comprende un dominio de unidén a TfR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador o esté
ausente, en donde el dominio de unidén a T£fR humano
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) y una
regién variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
comprende la sec. con num. de ident.: 32 y VL comprende la
sec. con num. de ident.: 33, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades,
L es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:
120, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.
de ident.: 121; en donde P es una proteina gque comprende un
dominio de wunidén a TfR monovalente humano, en donde P
comprende dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera
LC1l, en donde la HCl comprende la sec. con num. de ident.:
68, la LCl comprende la sec. con num. de ident.: 59, la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 69; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es

2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
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L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L
es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 120, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 121; en donde P es
una proteina gque comprende un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde P comprende dos cadenas

pesadas HC1 y HC2 y una cadena ligera LC1l, en donde HC1

comprende la sec. con num. de ident.: 138, LCl1 comprende
la sec. con num. de ident.: 59, HC2 comprende la sec. con
nim. de ident.: 139; y en donde L es un enlazador o esté

ausente, y en donde n es de 1 a 3. En algunas modalidades,
n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En algunas
modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es un
enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:

122, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.
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de ident.: 123; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, en donde el dominio de unidén a
TfR humano comprende una regidn variable de cadena pesada
(VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde
la VH comprende las regiones determinantes de
complementariedad de las cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 vy
HCDR3, vy 1la VL comprende las regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en
donde la HCDR1 comprende la sec. con nUm. de ident.: 1, la
HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 10, la HCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende
la sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 12, y en donde n es de 1 a 3. En algunas
modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En
algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es
un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 122, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 123; en donde P es
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una proteina que comprende un dominio de unidén a TfR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador o esté
ausente, en donde el dominio de unidén a T£fR humano
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) y una
regién variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
comprende la sec. con num. de ident.: 32 y VL comprende la
sec. con num. de ident.: 33, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades,
L es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:
122, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.
de ident.: 123; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de wunidén a TfR monovalente humano, en donde P
comprende dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera
LC1l, en donde la HCl comprende la sec. con num. de ident.:
68, la LCl comprende la sec. con num. de ident.: 59, la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 69; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es

2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
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L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L
es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 122, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 123; en donde P es
una proteina gque comprende un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde P comprende dos cadenas

pesadas HC1 y HC2 y una cadena ligera LC1l, en donde HC1

comprende la sec. con num. de ident.: 138, LCl1 comprende
la sec. con num. de ident.: 59, HC2 comprende la sec. con
nim. de ident.: 139; y en donde L es un enlazador o esté

ausente, y en donde n es de 1 a 3. En algunas modalidades,
n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En algunas
modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es un
enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) gque comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:

124, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.

134



10

15

20

25

de ident.: 125; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de unidén a TfR monovalente humano; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, en donde el dominio de unidén a
TfR humano comprende una regidn variable de cadena pesada
(VH) y una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde
la VH comprende las regiones determinantes de
complementariedad de las cadenas pesadas HCDR1, HCDR2 vy
HCDR3, vy 1la VL comprende las regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en
donde la HCDR1 comprende la sec. con nUm. de ident.: 1, la
HCDR2 comprende la sec. con num. de ident.: 10, la HCDR3
comprende la sec. con num. de ident.: 11, la LCDR1 comprende
la sec. con num. de ident.: 9, la LCDR2 comprende la sec.
con num. de ident.: 5 y la LCDR3 comprende la sec. con num.
de ident.: 12, y en donde n es de 1 a 3. En algunas
modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En
algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es
un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidédn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 124, y la cadena no codificante

comprende la sec. con num. de ident.: 125; en donde P es
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una proteina que comprende un dominio de unidén a TfR
monovalente humano; y en donde L es un enlazador o esté
ausente, en donde el dominio de unidén a T£fR humano
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) y una
regién variable de cadena ligera (VL), en donde la VH
comprende la sec. con num. de ident.: 32 y VL comprende la
sec. con num. de ident.: 33, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es
2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades,
L es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente descripcidn
se proporcionan conjugados de la Férmula (II): (R-L)n-P, en
donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una
cadena codificante y una cadena no codificante, en donde la
cadena codificante comprende la sec. con num. de ident.:
124, y la cadena no codificante comprende la sec. con num.
de ident.: 125; en donde P es una proteina que comprende un
dominio de wunidén a TfR monovalente humano, en donde P
comprende dos cadenas pesadas HC1l y HC2 y una cadena ligera
LC1l, en donde la HCl comprende la sec. con num. de ident.:
68, la LCl comprende la sec. con num. de ident.: 59, la HC2
comprende la sec. con num. de ident.: 69; y en donde L es
un enlazador o estd ausente, y en donde n es de 1 a 3. En
algunas modalidades, n es 1. En algunas modalidades, n es

2. En algunas modalidades, n es 3. En algunas modalidades,
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L es un enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L
es un enlazador de SMCC en la Tabla 8.

En algunas modalidades, en la presente
descripcidn se proporcionan conjugados de la Férmula (II):
(R-L)n-P, en donde R es un ARN bicatenario (ARNbc) que
comprende una cadena codificante 'y una cadena no
codificante, en donde la cadena codificante comprende la
sec. con num. de ident.: 124, y la cadena no codificante
comprende la sec. con num. de ident.: 125; en donde P es
una proteina gque comprende un dominio de unién a TfR
monovalente humano, en donde P comprende dos cadenas

pesadas HC1 y HC2 y una cadena ligera LC1l, en donde HC1

comprende la sec. con num. de ident.: 138, LCl1 comprende
la sec. con num. de ident.: 59, HC2 comprende la sec. con
nim. de ident.: 139; y en donde L es un enlazador o esté

ausente, y en donde n es de 1 a 3. En algunas modalidades,
n es 1. En algunas modalidades, n es 2. En algunas
modalidades, n es 3. En algunas modalidades, L es un
enlazador en la Tabla 8. En algunas modalidades, L es un
enlazador de SMCC en la Tabla 8.

El ARNbc puede incluir modificaciones. Las
modificaciones se pueden realizar en uno o mas nucledtidos
de la cadena codificante y/o cadena no codificante o en los
enlaces internucleotidicos, que son los enlaces entre dos
nucledtidos en la cadena codificante o no codificante. Por

ejemplo, algunas modificaciones en 2' de la ribosa o la
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desoxirribosa pueden aumentar la estabilidad y la vida media
del ARN o el ADN. Tales modificaciones en 2' pueden ser 2'-
fluoro, 2'-O-metilo (es decir, 2'-metoxi) o 2'-O-alquilo.
En algunas modalidades, uno o mas nucledtidos de
la cadena codificante y/o la cadena no codificante son
nucledétidos modificados independientemente, lo que significa
que la cadena codificante y la cadena no codificante pueden
tener diferentes nuclebdétidos modificados. En algunas
modalidades, cada nucledétido de la cadena codificante es un
nucledtido modificado. En algunas modalidades, cada
nucledétido de la cadena no codificante es un nucledtido
modificado. En algunas modalidades, el nucledétido modificado
es un nucledétido modificado con 2'-fluoro, un nucledtido
modificado con 2'-O-metilo o un nucledtido modificado con
2'-0O-alquilo. En algunas modalidades, cada nucledétido de la
cadena codificante % la cadena no codificante es
independientemente un nucledétido modificado, por ejemplo, un
nucledétido modificado con 2'-fluoro, un nucledtido modificado
con 2'-O-metilo o un nucledétido modificado con 2'-0O-alquilo.
En algunas modalidades, 1la cadena codificante
tiene cuatro nucledétidos modificados con 2'-fluoro, por
ejemplo, en las posiciones 7, 9, 10, 11 desde el extremo 5'
de la cadena codificante. En algunas modalidades, los otros
nucledétidos de la cadena <codificante son nucledtidos
modificados con 2'-O-metilo. En algunas modalidades, la

cadena no codificante tiene cuatro nucledtidos modificados
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con 2'-fluoro, por ejemplo, en las posiciones 2, 6, 14, 16
desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
modalidades, los otros nuclebétidos de la cadena no
codificante son nucledtidos modificados con 2'-O-metilo.

En algunas modalidades, la cadena codificante
tiene tres nucledétidos modificados con 2'-fluoro, por
ejemplo, en las posiciones 9, 10, 11 desde el extremo 5'
de la cadena codificante. En algunas modalidades, los otros
nucledétidos de la cadena codificante son nucledtidos
modificados con 2'-O-metilo. En algunas modalidades, 1la
cadena no codificante tiene cinco nucledétidos modificados
con 2'-fluoro, p. ej., en las posiciones 2, 5, 7, 14, 16
desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
modalidades, la cadena no <codificante tiene cinco
nuclebétidos modificados con 2'-fluoro, por ejemplo, en las
posiciones 2, 5, 8, 14, 16 desde el extremo 5' de la cadena
no codificante. En algunas modalidades, 1la cadena no
codificante tiene cinco nucledétidos modificados con 2'-
fluoro, por ejemplo, en las posiciones 2, 3, 7, 14, 16
desde el extremo 5' de la cadena no codificante. En algunas
modalidades, los otros nucledétidos de la cadena no
codificante son nucledétidos modificados con 2'-O-metilo.

En algunas modalidades, el extremo 5' de 1la
cadena no codificante tiene un anadlogo de fosfato, por

ejemplo, 5'-vinilfosfonato (5'-VP).
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En algunas modalidades, la cadena codificante o
la cadena no codificante comprende una porcidén abdsica o una
porcidén abédsica invertida, p. ej., una porcidn que se
muestra en la Tabla 10. En algunas modalidades, la cadena
codificante comprende una entidad abasica en la posicidén 10.

Tabla 10. Porciones abédsicas o abésicas invertidas (i1iADb)

Estructura
5!
~o
L O
1 (abasico)
o
\
3!
5l
/
O
2 (iAb) .1:j§>
|\\\‘ O
3 =

“5'” y “3' indican la direccidén de 5' a 3' de las secuencias.

En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante tienen uno o) mas enlaces
internucleotidicos modificados. En algunas modalidades, el
enlace internucleotidico modificado es un enlace
fosforotioato. En algunas modalidades, la cadena codificante
tiene cuatro o cinco enlaces fosforotiocato. En algunas
modalidades, la cadena no codificante tiene cuatro o cinco
enlaces fosforotioato. En algunas modalidades, la cadena
codificante y la cadena no codificante tienen cada una cuatro

o cinco enlaces fosforotiocato. En algunas modalidades, 1la

140



10

15

20

cadena codificante tiene cuatro enlaces fosforoticato y la
cadena no codificante tiene cuatro enlaces fosforotioato.

Se proporcionan en la Tabla 1lla secuencias de
cadena codificante y cadena no codificante modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de SNCA humano.
Se proporcionan en la Tabla 1lb secuencias de cadena
codificante y cadena no codificante modificadas
ilustrativas de ARNbc que se dirigen al ARNm de MAPT humano.

En algunas modalidades, el ARNbc comprende una
cadena codificante que comprende una secuencia que tiene
1, 2 o 3 diferencias de una secuencia de cadena codificante
en la Tabla 9a u lla. En algunas modalidades, el ARNbc
comprende una cadena no codificante gque comprende una
secuencia que tiene 1, 2 o 3 diferencias de una secuencia
de cadena no codificante en la Tabla 9%9a u 1lla.

En algunas modalidades, el ARNbc comprende una
cadena codificante que comprende una secuencia que tiene
1, 2 o 3 diferencias de una secuencia de cadena codificante
en la Tabla 9o u 1llb. En algunas modalidades, el ARNbc
comprende una cadena no codificante gque comprende una
secuencia que tiene 1, 2 o 3 diferencias de una secuencia

de cadena no codificante en las Tablas 9%9b o 11b.
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Tabla 1lla:

Secuencias de acido nucleico modificadas de

ARNbc dirigidas al ARNm de SNCA humano

(ARNip de SNCA)

Sec.
Nam. con
de Cadena |Secuencia de oligo 5' a 3' nam.
ARNbc de
ident.
S mC*mU*mGmUmMAMC £AMA £GEUL£GmMCmUMCmMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6) 93
° AS [VPmU] * £G*mGmAMA £CmUmMGMAMGMCMAMC £ UmU £GmUMAMCmMAMG*mG*mA 94
S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £fGEUL£GmCmUMCmMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6) 95
’ AS [VPmU] * £G*mGmA £AMC £ UmGMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA 96
S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £fGEU£GmCMUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6) 95
Ho AS [VPmU] * £G*mGmA £ AmCmU £ GmMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG*mG*mA 97
S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £fGEU£GmCMUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6) 95
H AS [VPmU] * £G* £GMAMAMC £ UmGMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA 98
s 1AbmC*mU*mGmUMAMC fAmMA £fGEU£GMCmUMCMAMGMUMUMC *mC*mA* (amino 99
12 ce)
AS [VPmU] * £G*mGmAMA £CmUmGMAMGMCMAMC £ UmU £ GmUMAMCmMAMG*mG*mA 94
S mU*mG*mUmMAMCMAfAMGEULGECMUMCMAMGMUMUMCMC*mA*mA* (amino C6) 100
t AS [VPmU] * £U*mGmGmMA £ AmCmUmMGMAMGMCMA £ CmU £ UmGmUmMAMCmMA *mG*mG 101
S mG*mU*mGmAMCMUfAMC £CEAfCmUMUMAMUMUMUMCMU*mA*mA* (amino C6) 102
H AS [VPmU] * fU*mAmMGMA £f AmAMUMAMAMGMUMG £ GmU £ AmGmUmMCmMAMC *mU*mU 103
S mG*mA*mGMCmMAMA £fGmU £GEAfCmAMAMAMUMGMUMUMG*mG*mA* (amino C6) 104
o AS [VPmU] * £C*mCmAmMA £ CmAMUMUMUmMGMUMC £ AmC £ UmUmGmCmUmC*mU*mU 105
S mA*mG*mUMGMAMC fUMA £C£C£AMCMUMUMAMUMUMUMC*mU*mA* (amino C6) 106
re AS [VPmU] * £A*mGmAmMA f AMUMAMAMGMUMGMG £ UmA £ GmUmCmAmMCmU *mU *mA 107
s 1AbmA*mG*mUMGMAMC £UmA £C£C£AMCMUMUMAMUMUMUMC*mU*mA* (amino 108
17 ce)
AS [VPmU] * £A*mGmAmMA f AMUMAMAMGMUMGMG £ UmA £ GmUmCmAmMCmU *mU *mA 107
s mC*mU*mGmUMAMCMAMA £Gn £GmCmUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6), 117
18 en donde n es la entidad abésica en la Tabla 10.
AS [VPmU] * £G*mGmA £ AMCmMU £ GmAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUMAMCmMAMG*mG*mA 97
s mC*mU*mGMUMAMC fAMA £Gn £GmCmUMCmMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6), 118
19 en donde n es la entidad abédsica en la Tabla 10.
AS [VPmU] * £G*mGmA £ AmCmU £ GmAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG*mG*mA 97
S mC*mU*mGmUMAMC £AMA £GEU£GmCmUMCmMAMGMUMUMC *mC*mA 140
23 AS [VPmU] * £G*mGmAmMA £ CmUmGMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG*mG*mA 94
S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £GE£U£GmCmUmCmAMGMUMUMC *mC*mA 141
2 AS [VPmU] * £G*mGmA £AMC £UmMGMAMGMCmMAMC £UmU £ GmUMAMCMAMG *mG *mA 96
S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £ GE£U£GmCmUmCmAMGMUMUMC *mC*mA 141
20 AS [VPmU] * £G*mGmA £ AMCmU £ GmAMGMCmMAMC £UmU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA 97
26 S mC*mU*mGmUMAMCMAMA £ G UL GmCmUmCmAMGMUMUMC *mC*mA 141
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AS [VPmU] * £G* £GMAMAMC £ UmGMAMGMCmMAMC £UmU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA 98
S 1AbmC*mU*mGmUMAMC £ AMA £G£U£GmCmUMCMAMGMUMUMC *mC *mA 142
2 AS [VPmU] * £G*mGmAmMA £ CmUMGMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG *mG*mA 94
S mU*mG*mUmMAMCMALAMG fULGECMUMCMAMGMUMUMCmMC *mA*mA 143
28 AS [VPmU] * £U*mGmGmMA £ AmCmUMGMAMGMCmMA £ CmU £ UmGmUmMAMCmMA *mG*mG 101
S mG*mU*mGmAMCMULAMC £CEALCMUMUMAMUMUMUMCmMU *mA*mA 144
29 AS [VPmU] * fU*mAmMGMA £f AmAMUMAMAMGMUMG £ GmU £ AmGmUmMCmMAMC *mU*mU 103
S mG*mA*mGmCmMAMA L GmU £GEALCmAMAMAMUMGMUMUMG *mG*mA 145
30 AS [VPmU] * £C*mCmAmMA £ CmAMUMUMUMGMUMC £ AmC £UmUmGmMCmUmMC *mU *mU 105
S mA*mG*mUmGMAMC £UmA £C£CE£AMCMUMUMAMUMUMUMC *mU*mA 146
o AS [VPmU] * £A*mGmAMA £ AMUMAMAMGMUMGMG £ UmA £GmUmCmAmMCmU *mU *mA 107
S 1AbmA*mG*mUmMGMAMC £UmA £C £CE£AMCMUMUMAMUMUMUMC *mU *mA 147
> AS [VPmU] * £A*mGmAMA £ AMUMAMAMGMUMGMG £ UmA £ GmUmCmAmMCmU *mU *mA 107
s mC*mU*mGMUMAMCMAMA £Gn £GmCmUMCmMAMGMUMUMC*mC*mA, en donde n 148
33 es la entidad abédsica en la Tabla 10.
AS [VPmU] * £G*mGmA £ AmCmU £ GmAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG*mG*mA 97
S mC*mU*meUmAmCfA@AfGnmeCmUmCmAmeUmUmC*mC*mA, en donde n 149
34 es la entidad abasica en la Tabla 10.
AS [VPmU] * £G*mGmA £ AmCmU £ GmMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG *mG*mA 97
Abreviaturas — ‘m” indica 2'-OMe; “f” indica 2'-fluoro; “*” indica un enlace de

fosforotioato; “VP” indica 5'-vinilfosfonato; “iAb” indica la porcidén abésica
invertida en la Tabla 10; “S” significa la cadena codificante; “AS” significa la
cadena no codificante.

Tabla 1lb. Secuencias de &4cido nucleico modificadas de

ARNbc dirigidas al ARNm de MAPT humano (ARNip de MAPT)

. Sec.
Nuam. con
de Cadena |Secuencia de oligo 5' a 3' P
ARNbc nam. de

ident.

S mG*mU*mGmGMAMA £fGmU fAfAfAMAMUMCMUMGMAMGMA*mMA*mA*  (amino C6) |126
35

AS [VPmU] * £fU*mUmCmU £ CmAMGMAMUMUmMUMU £ AmC £ UmUmCmCmAmMC *mC*mU 127

S mC*mC*mAMAMGMU £GmU£GEGE£CmUMCMAMUMUMAMGMG*mC*mA* (amino C6) [128
36

AS [VPmU] * £G*mCmCmU £ AMAMUMGMAMGMCmMC £ AmC £ AmCmUmUmGmMG *mA *mG 129

S mU*mG*mCmAMAMA fUMA fGfUfCmUMAMCmMAMAMAMCMC*mMA*mA*  (amino C6) |130
37

AS [VPmU] * £U*mGmGmMU £ UmUmGMUMAMGMAMC £ UmA £ UmUmUmGmCmA *mC*mC 131

S mG*mU*mGMGMAMAMGMU fAfAfAMAMUMCMUMGMAMGMA*MA*mA* (amino C6) 132
38

AS [VPmU] * £U*mUmC £ UmCmA £ GmAMUMUmMUMU £ AmC £ UmUmCmCmAmC*mC*mU 133

S mC*mC*mAMAMGMUMGMU £G£G£CmUMCMAMUMUMAMGMG*mC*mA* (amino C6) 134
39

AS [VPmU] * £G*mCmC £ UmAmMA £ UmGmAMGMCmC £ AmC £ AmCmUmUmGmMG*mA *mG 135
40 S mU*mG*mCmAMAMAMUMA £GfUfCmUMAMCMAMAMAMCMC*mMA*mA* (amino C6) 136
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AS [VPmU] * £U*mGmG £ UmUmU £ GmUmMAMGMAmMC £ UmA £ UmUmUmGmCmA *mC*mC 137
S mG*mU*mGmGmMAMA £ GmU £A £ A £ AmAMUmCmMUmMGMAMGMA * mA X mA 150
o AS [VPmU] * £U*mUmCmU £CmAMGMAMUMUmMUMU £ AmC £ UmUmCmCmAmMC*mC*mU 127
S mC*mC*mAMAMGMU £GmU £G£G £ CmUmCmMAMUMUMAMGMG*mC *mA 151
e AS [VPmU] * £G*mCmCmU£AMAMUMGMAMGMCMC £ AmC £ AmMCmUmUmGmMG *mA*mG 129
S MU*mG*mCmAMAMA £ UmA £ G £U £ CmUmAMCMAMAMAMCTC * mA X mA 152
+ AS [VPmU] * £U*mGmGmU £UmUmGmMUmMAMGMAMC £ UmA £ UmUmUmGmCmA *mC*mC 131
S mG*mU*mGmGMAMAMGMU £A £ A f AmAMUmCMUMGMAMGMA * mA X mA 153
e AS [VPmU] * £U*mUmC £UmCmA £ GmAMUmUmMUmMU £ AmC £ UmUmCmCmAmC *mC*mU 133
S mC*mC*mAMAMGMUMGMU £G£G£CmUMCMAMUMUMAMGMG *mC*mA 154
+ AS [VPmU] * £G*mCmC £ UmAmA f UmGmAMGmMCmC £ AmC f AmCmUmUmGmG *mA*mG 135
S mU*mG*mCmAMAMAMUMA £ G £U £CmUmAMCMANAMAMCIC *mA * A 155
*0 AS [VPmU] * £U*mGmG £ UmUmU £ GmUmMAMGmMAMC £ UmA £ UmUmUmGmCmA *mC*mC 137
Abreviaturas — “m” indica 2'-OMe; “f” indica 2'-fluoro; “*” indica un enlace
de fosforotioato; “VP” indica 5'-vinilfosfonato; “S” significa la cadena

codificante; “AS” significa la cadena no codificante.

En algunas modalidades, el ARNbc se dirige al ARNm
de SNCA. En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 93 o 140, vy la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 94;

(b) la cadena codificante comprende la sec. con
nim. de ident.: 95 o 141, vy la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 96;

(c) la cadena codificante comprende la sec. con

nim. de dident.: 95 o 141, vy la cadena no
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codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 97;

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 95 o 141, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 98;

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 99 o 142, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 94;

la cadena codificante comprende la sec. con
nim. de ident.: 100 o 143 y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 101;

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 102 o 144, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 103;

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 104 o 145, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 105;

la cadena codificante comprende la sec. con
nim. de ident.: 106 o 146 y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de

ident.: 107;

145



10

15

20

25

(3)

En algunas modalidades,

la cadena codificante

nim. de ident.: 108

codificante comprende
ident.: 107;

la cadena codificante
nim. de dident.: 117
codificante comprende
ident.: 97; vy

la cadena codificante
nim. de ident.: 118
codificante comprende

ident.: 97.

comprende la sec. con

o 147 y la cadena no

la sec. con num. de

comprende la sec. con

o 148 y 1la cadena no

la sec. con num. de

comprende la sec. con

o 149 y la cadena no

la sec. con num. de

la cadena codificante y la

cadena no codificante de ARNbc tienen un par de secuencias

de acido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:

(a)

la cadena codificante consiste en la sec.

num. de ident.:

codificante consiste en la sec.

ident.: 94;

la cadena codificante consiste en la sec.

nim. de ident.:

codificante consiste en la sec.

ident.: 96;

la cadena codificante consiste en la sec.

nim. de ident.:

146
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95 o 141,

95 o 141,

con
y la cadena no

con num. de

con
y la cadena no

con num. de

con

y la cadena no
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codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 97;

la cadena codificante consiste en la sec. con
num. de ident.: 95 o 141, y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 98;

la cadena codificante consiste en la sec. con
num. de ident.: 99 o 142, y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 94;

la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 100 o 143, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 101;

la cadena codificante consiste en la sec. con
nim. de ident.: 102 o 144 vy la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 103;

la cadena codificante consiste en la sec. con
num. de ident.: 104 o 145 y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 105;

la cadena codificante consiste en la sec. con
nim. de ident.: 106 o 146 y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de

ident.: 107;
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(j) la cadena codificante consiste en la sec. con
num. de ident.: 108 o 147 y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 107;

(k) la cadena codificante consiste en la sec. con
num. de ident.: 117 o 148 y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 97; vy

(1) la cadena codificante consiste en la sec. con
nim. de ident.: 118 o 149 y la cadena no
codificante consiste en la sec. con num. de
ident.: 97.

En algunas modalidades, el ARNbc se dirige al ARNm
de MAPT. En algunas modalidades, la cadena codificante y la
cadena no codificante de ARNbc comprenden un par de
secuencias de &cido nucleico seleccionadas del grupo dque
consiste en:

(a) la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 126 o 150, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 127;

(b) la cadena codificante comprende la sec. con
nim. de ident.: 128 o 151, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de

ident.: 129;
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la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 130 o 152, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 131;

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 132 o 153, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 133;

la cadena codificante comprende la sec. con
nim. de ident.: 134 o 154, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de
ident.: 135; vy

la cadena codificante comprende la sec. con
num. de ident.: 136 o 155, y la cadena no
codificante comprende la sec. con num. de

ident.: 137.

En algunas modalidades, la cadena codificante y la

cadena no codificante de ARNbc tienen un par de secuencias

de &cido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:

(a)

la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 126 o 150, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 127;

la cadena codificante consiste en la sec.

con num. de ident.: 128 o 151, y la cadena
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no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 129;

(c) la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 130 o 152, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 131;

(d) la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 132 o 153, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 133;

(e) la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 134 o 154, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 135; vy

(f) la cadena codificante consiste en la sec.
con num. de ident.: 136 o 155, y la cadena
no codificante consiste en la sec. con num.
de ident.: 137.

La cadena codificante y la cadena no codificante
del ARNbc se pueden sintetizar usando de cualquier método de
polimerizacidén de acidos nucleicos conocido en la técnica,
por ejemplo, sintesis en fase sdélida empleando la metodologia
quimica de fosforamidita (p. ej., Current Protocols in
Nucleic Acid Chemistry, Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John
Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY, EE. UU.), H-fosfonato,

quimica de fosforotriéster o sintesis enzimdtica. Se pueden
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usar sintetizadores comerciales automatizados, por ejemplo,
MerMade™ 12 de LGC Biosearch Technologies, u otros
sintetizadores de BioAutomation o Applied Biosystems. Los
enlaces de fosforotioato se pueden introducir usando un
reactivo sulfurante, tal como disulfuro de fenilacetilo o
DDTT (((dimetilaminometiliden) amino)-3H-I,2,4-ditiazaolina-
3-tiona). Se conoce bien el uso de técnicas similares vy
amiditas modificadas disponibles en el mercado y productos
de vidrio de ©poro controlado (CPG) para sintetizar
oligonucledétidos modificados u oligonucledétidos conjugados.

Pueden usarse métodos de purificacidén para
excluir las impurezas no deseadas del producto
oligonucleotidico final. Las técnicas de purificacién
cominmente utilizadas para oligonucledtidos monocatenarios
incluyen cromatografia liquida de alto rendimiento de par
iénico de fase inversa (RP-IP-HPLC), electroforesis en gel
capilar (CGE), HPLC de intercambio anidénico (AX-HPLC) vy
cromatografia de exclusidén por tamafio (SEC). Después de la
purificacién, los oligonuclebétidos pueden analizarse
mediante espectrometria de masas y cuantificarse mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.
Después, la cadena codificante y la cadena no codificante

se pueden hibridar para formar un ARNbc.

Composiciones farmacéuticas
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En otro aspecto, en la presente descripcidn se
proporcionan composiciones farmacéuticas gque comprenden
cualquiera de las proteinas o conjugados de unidén a TfR
humanos descritos en la presente % un portador
farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones
farmacéuticas también pueden comprender uno o) mas
excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente
aceptables. Las composiciones farmacéuticas se pueden
preparar mediante métodos bien conocidos en la técnica (p.
ej., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 23ra

edicidén (2020), A. Loyd et al., Academic Press).

Método de tratamiento y uso terapéutico

En otro aspecto, en la presente descripcidén se
proporcionan métodos para tratar una enfermedad del SNC,
p. ej., una enfermedad neurodegenerativa, en un paciente
que lo necesita, y tal método comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de la proteina o conjugado
de unién a TfR humano o una composicién farmacéutica
descrita en la presente.

En un aspecto adicional, en la presente
descripcidén se proporcionan métodos para tratar una
sinucleinopatia neurodegenerativa en un paciente que 1lo
necesita, y tal método comprende administrar al paciente
una cantidad efectiva de las proteinas o conjugado de unidn

a TfR humano o una composicidén farmacéutica descrita en la
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presente, p. ej., un conjugado de ARNip de TBP-SNCA descrito
en la presente o una composicidén farmacéutica que comprende
tal conjugado de ARNip de TBP-SNCA. La sinucleinopatia
neurodegenerativa ilustrativa incluye, pero no se limita
a, enfermedad de Parkinson; atrofia multisistémica;
demencia con cuerpo de Lewy o demencia con cuerpos de Lewy;
falla autondémica pura; enfermedad de Alzheimer; disfagia
con cuerpos de Lewy; y la enfermedad de cuerpos de Lewy
incidental. En algunas modalidades, la sinucleinopatia
neurodegenerativa se selecciona de la enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, atrofia multisistémica
o demencia con cuerpos de Lewy. La proteina o conjugado de
unién a TfR humano o una composicién farmacéutica se puede
administrar al paciente por via intravenosa o subcutanea.
En un aspecto adicional, en la ©presente
descripcidén se proporcionan métodos para tratar una
tauopatia en un paciente que lo necesita, y tal método
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de
las proteinas o conjugado de unién a TfR humano o una
composicién farmacéutica descrita en la presente, p. ej.,
un conjugado de ARNip de TBP-MAPT descrito en la presente
o0 una composicidén farmacéutica que comprende tal conjugado
de ARNip de TBP-MAPT. Una tauopatia ilustrativa incluye,
pero no se limita a, enfermedad de Alzheimer, demencia
frontotemporal (FTD) , demencia frontotemporal con

parkinsonismo unido al cromosoma 17 (FTDP-17),
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degeneracidn lobar frontotemporal (FTLD), demencia
frontotemporal variante conductual (bvEFTD), afasia
progresiva primaria variante no fluida (nfvPPA),
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick (PiD), afasia
progresiva primaria de variante semdntica (PPA-S), afasia
progresiva primaria de variante logopénica (PPA-L),
tauopatia multisistémica con demencia presenil (MSTD),
demencia con ovillos neurofibrilares (NFT), FTD con
enfermedad de la motoneurona, paralisis supranuclear
progresiva (PSP), complejo de esclerosis lateral
amiotré6fica/parkinsonismo-demencia (ALS-PDC), demencia
argirofilica granulosa (AGD), angiopatia amiloide de tipo
britédnico, angiopatia amiloide cerebral, encefalopatia
traumatica crdénica (CTE), degeneracidn corticobasal (CBD),
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), demencia
pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacién, sindrome de Down, epilepsia, enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de
Hallervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis con
cuerpos de inclusidén, encefalopatia por plomo, enfermedad
de Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia
multisistémica, distrofia miotdénica, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C (NP-C), enfermedad de la motoneurona
no guamaniana con ovillos neurofibrilares, parkinsonismo
posencefalitico, angiopatia amiloide cerebral por proteina

pridénica, gliosis subcortical progresiva, demencia solo
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por ovillos, demencia con predominio de ovillos,
ganglioglioma, gangliocitoma, encefalitis esclerosante
subaguda, esclerosis tuberosa, lipofuscinosis, tauopatia
primaria relacionada con la edad (PART) o tauopatias
globulares gliales (GGT). La proteina o conjugado de unidn
a TfR humano o una composicién farmacéutica se puede
administrar al paciente por via intravenosa o subcutéanea.

Los regimenes de dosificacidén de proteinas o
conjugados de unidén a TfR humano pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta oéptima deseada (p. ej., una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar
un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas
a lo largo del tiempo, o la dosis se puede reducir o
aumentar proporcionalmente, segun indiquen las exigencias
de la situacidén terapéutica.

Los valores de dosificacidén pueden variar segun
el tipo y la gravedad de la afeccién a aliviar. Se entiende
ademds que para cualquier sujeto en particular, los
regimenes de dosificacidén especificos deben ajustarse con
el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el
criterio profesional de la persona dgque administra o
supervisa la administracidédn de las composiciones.

En otro aspecto, en la presente descripcidédn se
proporcionan proteinas o conjugados de unién a TfR humanos
descritos en la presente o composiciones farmacéuticas que

comprenden tales proteinas o conjugados de unidén a TfR
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humanos para usar en una terapia. También se proporcionan en
la presente descripcidén proteinas o conjugados de unidén a
TfR humanos descritos en la presente o composiciones
farmacéuticas que comprenden tales proteinas o conjugados de
unién a TfR humanos (p. ej., un conjugado de ARNip de TBP-
SNCA descrito en la presente o una composicidén farmacéutica
que comprende tal conjugado de ARNip de TBP-SNCA) para usar
en el tratamiento de una sinucleinopatia neurodegenerativa,
p. ej., la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
atrofia multisistémica o demencia de cuerpos de Lewy.
También se proporcionan en la presente descripcidn
proteinas o conjugados de unidén a TfR humanos descritos en
la presente o composiciones farmacéuticas que comprenden
tales proteinas o conjugados de unidén a TfR humanos (p. eJj.,
un conjugado de ARNip de TBP-SNCA descrito en la presente o
una composicién farmacéutica que comprende tal conjugado de
ARNip de TBP-SNCA) para usar en el tratamiento de una
tauopatia, p. ej., enfermedad de Alzheimer (EA), demencia
frontotemporal (FTD) , demencia frontotemporal con
parkinsonismo unido al cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracidn
lobar frontotemporal (FTLD) , demencia frontotemporal
variante conductual (bvFTD), afasia progresiva primaria
variante no fluida (nfvPPA), enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Pick (PiD), afasia progresiva primaria de
variante semantica (PPA-S), afasia progresiva primaria de

variante logopénica (PPA-L), tauopatia multisistémica con
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demencia presenil (MSTD) , demencia con ovillos
neurofibrilares (NFT), FTD con enfermedad de la motoneurona,
pardlisis supranuclear progresiva (PSP), complejo de
esclerosis lateral amiotrdéfica/parkinsonismo-demencia (ALS-
PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD), angiopatia
amiloide de tipo britédnico, angiopatia amiloide cerebral,
encefalopatia traumatica crbénica (CTE) , degeneracidn
corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD),
demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacidén, sindrome de Down, epilepsia, enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de Hallervorden-
Spatz, enfermedad de Huntington, miositis con cuerpos de
inclusidén, encefalopatia por plomo, enfermedad de Lytico-
Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica,
distrofia miotdnica, enfermedad de Niemann-Pick de tipo C
(NP-C), enfermedad de la motoneurona no guamaniana con
ovillos neurofibrilares, parkinsonismo posencefalitico,
angiopatia amiloide cerebral por proteina pridnica, gliosis
subcortical progresiva, demencia solo por ovillos, demencia
con predominio de ovillos, ganglioglioma, gangliocitoma,
encefalitis esclerosante subaguda, esclerosis tuberosa,
lipofuscinosis, tauopatia primaria relacionada con la edad
(PART) o tauopatias globulares gliales (GGT).

En otro aspecto, en la presente descripcidén se
proporcionan usos de proteinas o conjugados de unidén a TfR

humanos descritos en la presente en la fabricacidén de un
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medicamento para tratar una enfermedad del SNC, p. ej., una
enfermedad neurodegenerativa. En algunas modalidades, la
enfermedad neurodegenerativa es una sinucleinopatia
neurodegenerativa, p. ej., la enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, atrofia de multisistémica o demencia
de cuerpos de Lewy. En algunas modalidades, la enfermedad
degenerativa es una tauopatia, p. ej., enfermedad de
Alzheimer, demencia frontotemporal (FTD) , demencia
frontotemporal con parkinsonismo unido al cromosoma 17 (FTDP-
17), degeneracién lobar frontotemporal (FTLD), demencia
frontotemporal variante conductual (bvFTD), afasia
progresiva primaria wvariante no fluida (nfvPPA), enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Pick (PiD), afasia progresiva
primaria de variante semédntica (PPA-S), afasia progresiva
primaria de variante logopénica (PPA-L), tauopatia
multisistémica con demencia presenil (MSTD), demencia con
ovillos neurofibrilares (NFT), FTD con enfermedad de la
motoneurona, paralisis supranuclear progresiva (PSP),
complejo de esclerosis lateral amiotrdéfica/parkinsonismo-
demencia (ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD),
angiopatia amiloide de tipo briténico, angiopatia amiloide
cerebral, encefalopatia traumatica crbénica (CTE) ,
degeneracidédn corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares
difusos con calcificacidén, sindrome de Down, epilepsia,

enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de
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Hallervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis con
cuerpos de inclusidén, encefalopatia por plomo, enfermedad de
Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica,
distrofia miotdénica, enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NP-
C), enfermedad de la motoneurona no guamaniana con ovillos
neurofibrilares, parkinsonismo posencefalitico, angiopatia
amiloide cerebral por proteina pridnica, gliosis subcortical
progresiva, demencia solo por ovillos, demencia con
predominio de ovillos, ganglioglioma, gangliocitoma,
encefalitis esclerosante subaguda, esclerosis tuberosa,
lipofuscinosis, tauopatia primaria relacionada con la edad

(PART) o tauopatias globulares gliales (GGT).

Definiciones

Como se usa en la presente descripcidn, 1los
términos “un”, “una”, “el/la” y términos similares usados
en el contexto de la presente descripcidén (especialmente
en el contexto de las reivindicaciones) deben
interpretarse como que cubren tanto el singular como el
plural, a menos que se indique lo contrario en la presente
descripcidén o se contradiga claramente por el contexto.

Como se usa en la presente descripcidn, el término
“alquilo” significa un radical hidrocarbonado monovalente

saturado de cadena lineal o ramificada, que contiene el

numero indicado de &tomos de carbono. Por ejemplo, “alquilo
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C1—-C20” significa un radical que tiene de 1 a 20 A&tomos de
carbono en una disposicidén lineal o ramificada.

El término “anticuerpo”, como se usa en la presente
descripcidén, se refiere a una molécula que se une a un
antigeno. Las modalidades de wun anticuerpo incluyen un
anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal, anticuerpo
humano, anticuerpo humanizado, anticuerpo quimérico,
anticuerpo heterodimérico, anticuerpo biespecifico o
multiespecifico o anticuerpo conjugado. Los anticuerpos
pueden ser de cualguier clase (p. ej., I1IgG, IgE, IgM, IgD,
IgA) y cualquier subclase (p. ej., IgGl, IgG2, IgG3, IgG4).

Un anticuerpo de tipo inmunoglobulina G (IgG)
compuesto por cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas
pesadas (HC) y dos cadenas ligeras (LC) qgque se entrecruzan
mediante enlaces disulfuro entre cadenas. La porcidén amino
terminal de cada una de las cuatro cadenas polipeptidicas
incluye una regidén variable de aproximadamente 100-125 o més
aminodcidos principalmente responsables del reconocimiento
antigénico. La porcidén carboxilo terminal de cada una de las
cuatro cadenas polipeptidicas contiene una regidén constante
principalmente responsable de la funcidén efectora. Cada
cadena pesada estd compuesta por una regidén variable de la
cadena pesada (VH) y una regidén constante de la cadena
pesada. Cada cadena ligera se compone por una regidn

variable de cadena ligera (VL) y una regién constante de
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cadena ligera. El isotipo IgG puede dividirse adicionalmente
en subclases (p. ej., IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4).

Las regiones VH y VL se pueden subdividir
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, llamadas
regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que son mas conservadas,
llamadas regiones marco (FR). Las CDR estan expuestas en
la superficie de la proteina y son regiones importantes
del anticuerpo para la especificidad de unidén al antigeno.
Cada VH y VL se compone por tres CDR y cuatro FR, dispuestas
desde el extremo amino terminal hasta el extremo carboxilo
terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. En la presente descripcidén, las tres CDR de la
cadena pesada se denominan “HCDR1, HCDR2 y HCDR3”, y las
tres CDR de la cadena ligera se denominan “LCDR1, LCDR2 vy
LCDR3”. Las CDR contienen la mayoria de los residuos que
forman interacciones especificas con el antigeno. La
asignacién de residuos de aminodcidos a las CDR puede
realizarse de acuerdo con esquemas bien conocidos,

incluidos los descritos en Kabat (Kabat et al., “Sequences

of Proteins of Immunological Interest?”, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)), Chothia
(Chothia et al., “Canonical structures for the
hypervariable regions of immunoglobulins”, Journal of

Molecular Biology, 196, 901-917 (1987); Al-Lazikani et
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al., “Standard conformations for the canonical structures
of immunoglobulins”, Journal of Molecular Biology, 273,
927-948 (1997)), North (North et al., “A New Clustering of
Antibody CDR Loop Conformations”, Journal of Molecular
Biology, 406, 228-256 (2011)), o IMGT (la base de datos
ImMunoGeneTics internacional disponible en www.imgt.org;
ver Lefranc et al., Nucleic Acids Res. 1999; 27:209-212).

Las modalidades de la presente descripcidn también
incluyen fragmentos de anticuerpo o fragmentos de unidn al
antigeno que, como se usa en la presente descripcidn,
comprenden al menos una porcién de un anticuerpo que retiene
la capacidad de interactuar especificamente con un antigeno
o un epitopo del antigeno, tales como fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2, Fv, fragmentos de anticuerpo scFv, scFab, Fv unidos
por disulfuro (sdfFv), un fragmento Fd.

El término “dominio de unidén al antigeno”, como se
usa en la presente descripcidn, se refiere a una porcidn de
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo gque se une a un
antigeno o un epitopo del antigeno. Por ejemplo, “Dominio de
unién a TfR” se refiere a una porcidédn de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que se une a TfR o un epitopo de TfR.

El término “anticuerpo heterodimérico”, como se
usa en la presente descripcidén, se refiere a un anticuerpo

que comprende dos dominios de unidén al antigeno distintos.
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Como se usa en la presente descripcidén, “cadena no
codificante” significa un oligonucledétido monocatenario que
es complementario a una regiétn de una secuencia diana.
Asimismo, y como se usa en la presente descripcidn, “cadena
codificante” significa un oligonucledétido monocatenario que
es complementario a una regidn de una cadena no codificante.

Los términos “unir” y “une” como se usan en la
presente descripcidén pretenden significar, a menos que se
indique lo contrario, la capacidad de una proteina o molécula
para formar un enlace quimico o una interaccibén atractiva
con otra proteina o molécula, lo gque da como resultado la
proximidad de las dos proteinas o moléculas segun se
determina por métodos comunes conocidos en la técnica.

Como se usa en la presente descripcidn,
“complementario” se refiere a una relacidn estructural entre
dos nucledtidos (por ejemplo, en dos &cidos nucleicos
opuestos o en regiones opuestas de una sola cadena de &cido
nucleico, por ejemplo, una horquilla) que permite que 1los
dos nucledbétidos formen pares de bases entre si. Por ejemplo,
un nucledétido de purina de un &acido nucleico que es
complementario a un nucledétido de pirimidina de un &cido
nucleico opuesto pueden aparearse mediante la formacidn de
enlaces de hidrdgeno entre si. Los nucledtidos
complementarios pueden aparearse a la manera de Watson-Crick

o de cualquier otra manera que permita la formacidn de
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hibridos estables. Asimismo, dos acidos nucleicos pueden
tener regiones de miltiples nucledétidos que son
complementarios entre si para formar regiones de
complementariedad, como se describe en la presente.

Como se usa en la ©presente descripciédn,
“hibrido”, en referencia a dcidos nucleicos u
oligonucleétidos, significa una estructura formada a
través del apareamiento de bases complementarias de dos
secuencias antiparalelas de nucledétidos (es decir, en
direcciones opuestas), ya sea formada por dos cadenas de
adcido nucleico separadas o por una sola cadena plegada
(por ejemplo, a través de una horquilla).

Una “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad
necesaria (durante periodos de tiempo y por los medios de
administracidén) para lograr el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad efectiva de una proteina o conjugado
puede variar de acuerdo con factores tales como el estado
de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo,
y la capacidad de la proteina o conjugado para provocar
una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
efectiva también es aquella en la gque cualquier efecto
téxico o perjudicial de la proteina o conjugado se ve
compensado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Como se menciona en la presente descripcidén, el
término “epitopo” se refiere a los residuos de aminoacidos,

de un antigeno, que estdn unidos por un anticuerpo. Un
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epitopo puede ser un epitopo lineal, un epitopo
conformacional o un epitopo hibrido. El término “epitopo”
puede usarse en referencia a un epitopo estructural. Un
epitopo estructural, de acuerdo con algunas modalidades,
puede usarse para describir la regidén de un antigeno que se
cubre por un anticuerpo o proteina de unidén al antigeno. En
algunas modalidades, un epitopo estructural puede describir
los residuos de aminodcidos del antigeno que estan dentro
de una proximidad especifica (p. ej., dentro de un numero
especifico de Angstroms) de un residuo de aminoacido del
anticuerpo o la proteina de unidén al antigeno. E1 término
“epitopo” también puede usarse en referencia a un epitopo
funcional. Un epitopo funcional, de acuerdo con algunas
modalidades, puede usarse ©para describir residuos de
aminodcidos del antigeno que interactian con residuos de
aminodcidos del anticuerpo o proteina de unidén al antigeno
de una manera que contribuye a la energia de unidén entre el
antigeno y el anticuerpo o la proteina de unidén al antigeno.

Puede determinarse un epitopo de acuerdo con
diferentes técnicas experimentales, también denominadas
“técnicas de mapeo de epitopos”. Se entiende que la
determinacién de un epitopo puede variar segun las diferentes
técnicas de mapeo de epitopos usadas y también puede variar
basada en las diferentes condiciones experimentales usadas,
p. ej., debido a los cambios conformacionales o escisiones

del antigeno inducidas por condiciones experimentales
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especificas. Las técnicas de mapeo de epitopos son conocidas
en la técnica (p. ej., Rockberg and Nilvebrant, Epitope
Mapping Protocols: Methods 1in Molecular Biology, Humana
Press, 3.2 ed. 2018), que incluye, pero no se limita a,
cristalografia de rayos X, espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés),
mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis de intercambio de
especies, mutagénesis de exploracidn con alanina, intercambio
de hidrégeno-deuterio (HDX) y ensayos de bloqueo cruzado.

El término “regidén Fc”, como se usa en la presente
descripcidn, se refiere a un polipéptido que comprende los
dominios CH2 y CH3 de wuna regidén constante de una
inmunoglobulina, P. ej., IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4.
Opcionalmente, la regidén Fc puede incluir una porcidn de la
regién bisagra o la regidn Dbisagra completa de una
inmunoglobulina, p. ej., IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4. En algunas
modalidades, la regidén Fc es una regidén Fc de IgG humana,
p. €j., una regién Fc de IgGl humana, una regidn Fc de IgG2
humana, una regidén Fc de IgG3 humana o una regidn Fc de IgG4
humana. En algunas modalidades, la regidén Fc es una regidn
Fc de IgG modificada con funciones efectoras reducidas o
eliminadas en comparacidén con la regidén Fc de IgG silvestre
correspondiente. La numeracidén de los residuos en la regidn
Fc se basa en el indice EU descrito en Kabat (Kabat et al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, b5ta

edicién, Bethesda, MD: U.S. Dept. of Health and Human
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Services, Public Health Service, National Institutes of
Health, 1991). Los limites de la regién Fc de una cadena
pesada de inmunoglobulina pueden variar, y la regidén Fc de
la cadena pesada de IgG humana se define generalmente como
el tramo desde el extremo N terminal del dominio CH2 (p.
ej., el residuo de aminocacido en la posicidén 231 de acuerdo
con la numeracidén del indice EU) al extremo C terminal del
dominio CH3 (o el extremo C terminal de la inmunoglobulina).
El término “disminucidén” o “disminucidén de la
expresidén” se refiere a la expresidén reducida de ARNm o
proteina de un gen después del tratamiento de un reactivo.
Como se usa en la presente descripcidn, “enlace
internucleotidico modificado” significa un enlace
internucleotidico que tiene una o mads modificaciones
quimicas en comparacién con un enlace internucleotidico de
referencia que tiene un enlace fosfodiéster. Un enlace
internucleotidico modificado puede ser un enlace de origen
no natural. En algunas modalidades, el enlace
internucleotidico modificado es un enlace fosforotioato.
Como se usa en la ©presente descripcién,
“nucledtido modificado” se refiere a un nucledtido que tiene
una o mas modificaciones quimicas en comparacién con un
nucledtido de referencia correspondiente seleccionado
entre: ribonucledétido de adenina, ribonucledétido de

guanina, ribonucledétido de <citosina, ribonucledétido de
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uracilo, desoxirribonucledtido de adenina,
desoxirribonucledétido de guanina, desoxirribonucledtido de
citosina y desoxirribonucledétido de timidina. Un nucledtido
modificado puede tener, por ejemplo, una o mas
modificaciones quimicas en su azucar, nucleobase y/0 grupo
fosfato. Adicional o alternativamente, un nucledtido
modificado puede tener uno o mas restos quimicos conjugados
con un nucledbétido de referencia correspondiente. En algunas
modalidades, el nucledétido modificado es un nucledtido
modificado con 2'-fluoro, un nucledétido modificado con 2'-
O-metilo o un nucledétido modificado con 2'-O-alquilo. En
algunas modalidades, el nucledétido modificado tiene un
andlogo de fosfato, por ejemplo, 5'-vinilfosfonato. En
algunas modalidades, el nucledétido modificado tiene una
porcidén abésica o una porcidén abésica invertida, p. ej.,
una porcidén que se muestra en la Tabla 10.

Como se usa en la presente descripcién, el
término “sinucleinopatia neurodegenerativa” se refiere a
un trastorno neurodegenerativo caracterizado por agregados
fibrilares de proteina alfa-sinucleina en el citoplasma de
poblaciones selectivas de neuronas y glia en los sistemas
nerviosos centrales y/o periféricos.

Como se usa en la presente descripcidn,
“nucledétido” significa un compuesto organico que tiene un
nucledsido (una nucleobase, por ejemplo, adenina,

citosina, guanina, timina o uracilo, y un azucar pentosa,
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por ejemplo, ribosa o 2'-desoxirribosa) unido a un grupo
fosfato. Un “nuclebétido” puede servir como unidad
monomérica de polimeros de dcido nucleico tal como el acido
desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN).

Como se usa en la presente descripcidn, un “brazo
nulo” significa un brazo de anticuerpo gque no se une a
ninguna diana humana conocida.

Como se usa en la presente descripcidn,
“oligonucledétido” significa wun polimero de nucledtidos
enlazados, cada uno de los cuales puede estar modificado o
no. Un oligonucledtido tiene tipicamente  menos de
aproximadamente 100 nucledtidos de longitud.

Como se usa en la presente descripcidn, “extremo
no apareado” se refiere al nucledétido o nucledtidos
desapareados que sobresalen de la estructura hibrida de un
oligonucledétido bicatenario. Un extremo no apareado puede
incluir uno o mas nucledtidos desapareados que se extienden
desde una regidén hibrida en el extremo 5' o el extremo 3'
de un oligonucledétido bicatenario. E1l extremo no apareado
puede ser un extremo no apareado en 3' o 5' en la cadena
no codificante o la cadena codificante de un
oligonucledétido bicatenario.

El término “paciente”, como se usa en la presente

descripcidén, se refiere a un paciente humano.
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Como se usa en la presente descripcidn, “andlogo
de fosfato” significa una porcidén quimica que imita las
propiedades electrostaticas vy/o estéricas de un grupo
fosfato. En algunas modalidades, un andlogo de fosfato se
ubica en el nucledtido terminal 5' de un oligonucledtido
en lugar de un 5'-fosfato, que a menudo es susceptible a
la eliminacidén enzimatica. Un andlogo de 5'-fosfato puede
incluir un enlace resistente a fosfatasa. Los ejemplos de
andlogos de fosfato incluyen 5' metileno fosfonato (5'-MP)
y 5'-(E)-vinilfosfonato (5'-VP). En algunas modalidades,
el analogo de fosfato es 5'-VP.

El término “% de identidad de secuencia” o
“porcentaje de identidad de secuencia” con respecto a una
secuencia de &cido nucleico de referencia se define como el
porcentaje de nucledtidos, nucledsidos o nucleobases en una
secuencia candidata que son idénticos a los nucledtidos,
nucledsidos o nucleobases en la secuencia de acido nucleico
de referencia, después de alinear las secuencias de manera
6ptima e introducir espacios o extremos no apareados, si es
necesario, para lograr el por ciento madximo de identidad de
secuencia. El alineamiento con el fin de determinar el por
ciento de identidad de secuencia del acido nucleico se puede
lograr de varias maneras que estan dentro de la habilidades
en la técnica, por ejemplo, usando programas informaticos
disponibles publicamente, por ejemplo, los descritos en

Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.,
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1987, Supp. 30, seccidén 7.7.18, Tabla 7.7.1), y que incluyen
el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN, Megalign
(DNASTAR), Clustal W2.0 o Clustal X2.0. Los expertos en la
técnica pueden determinar los parametros apropiados para
medir el alineamiento, incluidos los algoritmos necesarios
para lograr el médximo alineamiento en toda la longitud de
las secuencias que se comparan. El porcentaje de “identidad
de secuencia” se puede determinar mediante la comparacidén de
dos secuencias alineadas de manera O6ptima en una ventana de
comparacién, donde el fragmento de la secuencia de acido
nucleico en la ventana de comparacidén puede comprender
adiciones o eliminaciones (p. ej., espacios o extremos no
apareados) en comparacién con la secuencia de referencia (que
no comprende adiciones o eliminaciones) para un alineamiento
6ptimo de las dos secuencias. El porcentaje se puede calcular
mediante la determinacidén del numero de posiciones en las
que aparece el mismo nucledétido, nucledsido o nuclecbase en
ambas secuencias para obtener el numero de posiciones
coincidentes, dividir el numero de posiciones coincidentes
por el nUmero total de posiciones en la ventana de
comparacién, y multiplicar el resultado por 100 para obtener
el porcentaje de identidad de secuencia. El resultado es el
por ciento de identidad de la secuencia de interés con
respecto a la secuencia de consulta.

El término “polipéptido” o “proteina”, como se

usa en la presente descripcidén, se refiere a un polimero
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de residuos de aminoacidos. El término se aplica a

polimeros que comprenden aminodcidos naturales y polimeros
que comprenden uno o0 mas aminodcidos no naturales.

Como se usa en la presente descripcidn, “cadena”

se refiere a una sola secuencia contigua de nucledtidos

unidos entre s1 a través de enlaces internucleotidicos

(por ejemplo, enlaces fosfodiéster o enlaces

fosforoticato). Una cadena puede tener dos extremos libres
un extremo 5'

(por ejemplo, y un extremo 3').

Como se usa en la presente descripcidn, “SNCA” se

refiere a un ARNm, proteina o polipéptido de alfa-sinucleina

(SNCA) .

La secuencia de &cido nucleico de un transcrito de

ARNm de SNCA humano puede encontrarse en NM 000345.4:

1 GGCGACGACC AGAAGGGGCC CAAGAGAGGG GGCGAGCGAC CGAGCGCCGC GACGCGGAAG

61 TGAGGTGCGT GCGGGCTGCA GCGCAGACCC

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

GCTCCCTCAC

GAGTGGCCAT

AAAGGACTTT

GTGGCAGAAG

GAGGGAGTGG

GTTGGAGGAG

GGGAGCATTG

GGAGCCCCAC

GAAATGCCTT

CTCCCAGTTT

TGTGCCCAGT

AGTGATTGAA

GTGAATACAT

GCCTTGCCTT

TCGACGACAG

CAAAGGCCAA

CAGCAGGAAA

TGCATGGTGT

CAGTGGTGAC

CAGCAGCCAC

AGGAAGGAAT

CTGAGGAAGG

CTTGAGATCT

CATGACATTT

GTATCTGTAC

GGTAGCAGGG

CAAGCCTTCT

TGTGGTGTAA

GGAGGGAGTT

GACAAAAGAG

GGCAACAGTG

GGGTGTGACA

TGGCTTTGTC

TCTGGAAGAT

GTATCAAGAC

GCTGACAGAT

CTCAAAGTTT

CTGCCCCCAC

TCTTTGTGTG

172

CGGCCCGGCC

GCCTTTCCAC

AGGAATTCAT

GTGGCTGCTG

GGTGTTCTCT

GCTGAGAAGA

GCAGTAGCCC

AAAAAGGACC

ATGCCTGTGG

TACGAACCTG

GTTCCATCCT

TTACAGTGTA

TCAGCATTTC

CTGTGGATTT

CCTCCGAGAG

CCTCGTGAGC

TAGCCATGGA

CTGAGAAAAC

ATGTAGGCTC

CCAAAGAGCA

AGAAGACAGT

AGTTGGGCAA

ATCCTGACAA

AAGCCTAAGA

GTACAAGTGC

TCTCGAAGTC

GGTGCTTCCC

TGTGGCTTCA

CGTCCTGGGC

GGAGAACTGG

TGTATTCATG

CAAACAGGGT

CAAAACCAAG

AGTGACAAAT

GGAGGGAGCA

GAATGAAGAA

TGAGGCTTAT

AATATCTTTG

TCAGTTCCAA

TTCCATCAGC

TTTCACTGAA

ATCTACGATG
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901 TTAAAACAAA

961 TTGTTGCTGT

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

TGTCTTTTAA

ATACTTAAAA

CCATTTTGCG

AACGTTATCT

CATGCTTATA

ATAGCCATTT

CACTCGGAAT

AAGTGGCTGT

TGGTCTATTT

TTTGATGTGT

ATTGTTATTT

TGAATGCTGT

GTGGGTTCCC

CCATAAGACA

TGTTTAACTC

TCTCTTTTTC

TTGGAACTAC

GCCTCCTTTA

CTCTTTCAGG

AACTCTGTAT

AGTCATTTCT

CTAGCAGTTT

AGGAGGAATG

AGAGAGACTA

AGTTTCTTGT

ATTTCAGGAA

ATTTTAAAAA

TAGCAGTGAC

TGTGGATACA

TTAAAAACAC

TGTTCAGAAG

TGATACTGTC

ATATGTGAGC

ATGTGTTTTA

CATTGCAAAA

AGCAACATGA

GAAGAAGGAG

TCCCTGAAGC

GATTAATTAT

CTCCCTTCAA

ATGTGTTTAT

TTGTCTCGAA

ACCTTTCTGA

GGGAACTAAG

CATTAGCACA

AGCATTCCTC

TCTCGCTCTC

CAGAGTCACC

AATGTTGCCA

GAAGATCTAT

AAATTAATTT

AAAAGTCACT

ATATGTATTC

AGTGACTATA

CTACAGAGTG

TTTATTTAAG

GGTTAGAAAG

TTTAAAAGTA

CTAGAACAAT

AATTCTCCTT

CTAAGTGACT

TTGTTAGTGA

TAAGAATAAT

ATGAAACTAT

TTCACTTGTG

ATATTTTATT

ATTAAGAACT

GAATTTTAGA

AACACTGCCA

TGAAAGTGGG

TCCTGTCAAT

AATTGTTATA

ATAATTTTTT

CAATAAATAA

CAGTGTAGAA

TATTAGCACA

ACTTTTTTTT

TTTTTTTTTT

TTAAAGGAGA

AATATATGAA

TAACTCCCCA

AAAAATTATT

AGTAGAAAGT

ATGAGTAATG

AGGATGGTTA

CTAAGCTGCA

TTATGTTTAA

TGGCGGTTAG

TTGGTATTAA

TTGAGATTAG

TAAAGTGTTT

173

ACCACTTATT

TTTGCTATCA

GACGTATTGT

GCACCTATAA

TTTGTATATA

TTTATCCCAT

GACACAAAGG

AGAGGTAGAG

GAAGTGTGTT

GTGTTGAAGA

GTTTGCTTTA

CATTTTTAAT

AGTTAAAATC

TATTCGACCA

GATGATTTTG

TTCAAGGCTC

TTTAATCATC

TTTTTTTACA

TCAATTCTCT

TTCTAGGATT

TGGGTGCTGA

TGGTTTCTCT

ATAATTTCAA

TGATATATAT

CCATAGAAAC

TGTGTCATCT

GCAAGGAAAG

GATATATTTT

ATTAAGAAAT

GAAAGTTGTG

CTTCCCTTAA

TCTAAATCCT

TATATTATAA

GAAATTTGTT

ATACTAAATA

AATGGTGAGA

CTCACTTTAA

ACAAAAATAT

AAAATGGAAC

TTGGTATGCA

CCCCAACTAC

CGTATTTTGG

TGAGCCTTTT

TATTTTGTCT

TGAATAAAAA

ACTACACCCT

TGAGAGAATG

AGAAATTCTC

GGAAATGCCT

AGACTGATAA

TTTCCTTAGG

AAATAAACTT

TTTTAATTAT

GACAGAATAT

TGGGCGCTGG

TTCCTTTTTT

TACACTAGAG

GATTTGTTAT

AAATCTACCT

AGAGGACAGA

ACCATGAATT

TATTTATCTG

CACTATTTTT

GATTTTTAGG

AATATATATA

TGAAATTTTA

ATTAAAATAA

TAATAAAAAT

AAAGTTATTA

ATTAACCCTA

CTGGTTCCTT

TATTGTAGAG

GGAACTGTTG

ATTAACATAT

GATATTGGTG

AAAAAAARARAA

CCTTAGAGAG

TGGTTAACTT

TCTCTCTCTC

TTAAACATCG

AAATTTCATG

AAAGGTTTTT

GATGGTGAAA

TCTGGGGCAT

TCTAGACATG

TGAGGAAGGA

ACCTAATTGA

AGAAATGGTA

TGAACAGTAT

AAAGCAGCAT

ACTAGACTGA

TAAGGATTTA

ACGGTAATTT
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2761
2821
2881
2941
3001
3061

3121

(sec.

TTGAGCAGTG
AAAGTTCTTT
ATTCACCTGC
TTCTCCCAAG
GTGCACTTTG
GGGGTCTTTT

GGCTTATCCA

con num.

AATTACTTTA

AAGTCATATA

CAAGTGGCCT

TTATTCAGCC

GCACACAATT

TCAGAATCTC

GTATGTAGCT

de ident.:

TATATCTTAA TAGTTTATTT GGGACCAAAC ACTTAAACAA

AGCCTTTTCA GGAAGCTTGT CTCATATTCA CTCCCGAGAC

GAGGATCAAT CCAGTCCTAG GTTTATTTTG CAGACTTACA

TCATATGACT CCACGGTCGG CTTTACCAAA ACAGTTCAGA

GGGAACAGAA CAATCTAATG TGTGGTTTGG TATTCCAAGT

TGCACTAGTG TGAGATGCAA ACATGTTTCC TCATCTTTCT

ATTTGTGACA TAATAAATAT ATACATATAT GAAAATA

109) .

La secuencia de aminocdcidos de una proteina SNCA

humana se puede encontrar en NP 000336.1:

1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH GVATVAEKTK

61 EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP

121 DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

(sec. con num. de ident.: 110).

La secuencia de &acido nucleico de un transcrito de

ARNm de SNCA de ratdn se puede encontrar en NM 001042451.2;
y la secuencia de aminocidcidos de una proteina SNCA de ratdn
se puede encontrar en NP 001035916.1. La secuencia de acido
nucleico de un transcrito de ARNm de SNCA de rata se puede
encontrar en NM 019169.3; y la secuencia de aminoacidos de
una proteina SNCA de rata se puede encontrar en NP 062042.1.
La secuencia de acido nucleico de un transcrito de ARNm de
SNCA de mono se puede encontrar en XM 005555422.2; vy la

secuencia de aminodcidos de una proteina SNCA de mono se

puede encontrar en XP 005555479.1.

Como se usa en la presente descripcidn, “MAPT”
se refiere a un transcrito de ARNm de MAPT humano, dgue
codifica una proteina Tau asociada a microtUbulos. Las
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secuencias de nucledétidos de variantes del transcrito de

MAPT humano y las secuencias de aminodcidos de isoformas

de la proteina tau humana pueden encontrarse en:

i.

ii.

iii.

iv.

vi.

Variante 1 del transcrito de MAPT -
isoforma 1 de la proteina tau: NM 016835.5
(secuencia de nucledtidos) - NP 058519.3
(secuencia de aminoacidos) ;

Variante 2 del transcrito de MAPT -
Isoforma 2 de la proteina Tau: NM 005910.6
(secuencia de nucledtidos) - NP 005901.2
(secuencia de aminoacidos) ;

Variante 3 del transcrito de MAPT -
Isoforma 3 de la proteina Tau: NM 016834.5
(secuencia de nucledtidos) - NP 058518.1
(secuencia de aminoacidos) ;

Variante 4 del transcrito de MAPT -
Isoforma 4 de la proteina Tau: NM 016841.5
(secuencia de nucledtidos) - NP 058525.1
(secuencia de aminoacidos) ;

Variante 5 del transcrito de MAPT - isoforma
5 de la proteina tau: NM 001123067.4
(secuencia de nucledtidos) — NP 001116539.1
(secuencia de aminoacidos);

Variante 6 del transcrito de MAPT - Isoforma

6 de la proteina Tau: NM 001123066.4
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vii.

viii.

ix.

xi.

xii.

(secuencia
(secuencia
Variante 7
7 de la
(secuencia
(secuencia
Variante 8
8 de la
(secuencia
(secuencia
Variante 9
9 de la
(secuencia
(secuencia
Variante

Isoforma

10 del

de nucledétidos) — NP 001116538.2

de aminoacidos) ;

del transcrito de MAPT — Isoforma
proteina Tau: NM 001203251.2

de nucledétidos) - NP 001190180.1

de aminoacidos) ;

del transcrito de MAPT - Isoforma
proteina Tau: NM 001203252.2

de nucledtidos) — NP 001190181.1

de aminoacidos) ;

del transcrito de MAPT — Isoforma
proteina Tau: NM 001377265.1

de nucledtidos) — NP 001364194.1

de aminoacidos);

transcrito de MAPT -

10 de la proteina Tau:

NM 001377266.1 (secuencia de nucledtidos) -

NP 001364195.1 (secuencia de aminoacidos);

Variante

Isoforma

11 del

transcrito de MAPT -

11 de la proteina Tau:

NM 001377267.1 (secuencia de nucledtidos) -

NP 001364196.1 (secuencia de aminoacidos);

Variante

Isoforma

12 del

transcrito de MAPT -

4 de la proteina Tau:

NM 001377268.1 (secuencia de nucledtidos) -

NP 001364197.1 (secuencia de aminoacidos) .
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transcrito de MAPT humano

La secuencia de nucledétidos de la variante 6 del

encontrarse en NM 001123066.4:

1 GCAGTCACCG CCACCCACCA GCTCCGGCAC

61 TCTGCCGCCG CCACCACAGC CACCTTCTCC

121 TGTCGACTAT CAGGTGAACT

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

ATGGAAGATC

ATGCACCAAG

CCCACTGAGG

ACAGCGGAAG

GCGCAGCCCC

ACCCCCAGCC

GTGGTCCAGG

TCCGGCATGC

TCGGGGACAG

CAGCTTCTAG

AGGCCGGGGA

GACTCCCCTC

AGAGAAGCCA

TTCCTCTCCA

CGGGCCAAAG

GTGCAGAAGG

CCTGGAGAGG

CTTCCAGAGC

GTCCCTCAAC

AAAAAAGCCA

AGCCCCAAAC

GTGTGCCCAG

AGTTCTGGAG

CCGCGGGGAG

ACGCTGGGAC

ACCAAGAGGG

ACGGATCTGA

ATGTGACAGC

ACACGGAGAT

TGGAAGACGA

AAGGCTTCCT

CTGGGGCTCC

GACCTGAGGA

GAGACCTGCA

GCAAGGAGGA

CCTCCAAGGC

CCAGCATCCC

AAGTTTCCAC

GGCAGGATGC

AGCAGGCGCA

GGCCAGAGGC

CCTCTGAAAA

TCAAAGCTCG

AGACATCCAC

ACCCCACTCC

AGCCACCTTC

CAAAGGAGAT

CAGCCCCTCC

TTGAACCAGG

GTACGGGTTG

TGACACGGAC

GGAACCGGGC

ACCCTTAGTG

CCCAGAAGGA

AGCTGCTGGT

CCGAGAGCCA

CCTCCTGCCT

CACAGAGGGC

CCAGGAGGGG

GGTGGATGAA

CTCCCCAGCC

AGGCTTCCCA

AGAGATCCCA

CCCCCTGGAG

CTCGGAGGAG

CCGGGGCeeC

GCAGCCTGCT

CATGGTCAGT

ACGTTCCTCT

TGGTAGCTCA

CTCTCCTAAA

GAAACTCAAG

AGGCCAGAAG

177

CAACAGCAGC

TCCTCCGCTG

ATGGCTGAGC

GGGGACAGGA

GCTGGCCTGA

TCTGAAACCT

GATGAGGGAG

ACCACAGCTG

CACGTGACCC

GGCCCCCCAG

GAGGGCCCCA

GGCCGCCACG

CCGCCGCTGA

GACCGCGACG

CAAGATGGGC

GCGGAGGGTG

GCCTCAGAGC

TTCACGTTTC

CATTTGGGAA

TCTTTGGGAG

GCTGCTCCGC

AAAAGCAAAG

GCTAAAACCT

GACCCTCTGA

TACGTCTCTT

GGGGCTGATG

GGCCAGGCCA

(que codifica tau 2N4R)

GCCGCTGCCA

TCCTCTCCCG

CCCGCCAGGA

AAGATCAGGG

AAGAATCTCC

CTGATGCTAA

CTCCCGGCAA

AAGAAGCAGG

AAGAGCCTGA

GTCTGAGCCA

GAGAGGCCAC

CCCCTGAGCT

AGGGGGCAGG

TCGATGAGTC

GGCCTCCCCA

CCATCCCCCT

CCGACGGGCC

ACGTGGAAAT

GGGCTGCATT

AGGACACAAA

GGGGGAAGCC

ACGGGACTGG

TGAAAAATAG

TCCAACCCTC

CTGTCACTTC

GTAAAACGAA

ACGCCACCAG

puede

CCGCCCACCT
TCCTCGCCTC
GTTCGAAGTG
GGGCTACACC
CCTGCAGACC
GAGCACTCCA
GCAGGCTGCC
CATTGGAGAC
AAGTGGTAAG
CCAGCTCATG
ACGCCAACCT
GCTCAAGCAC
GGGCAAAGAG
CTCCCCCCAA
GACAGCCGCC
CCCTGTGGAT
CAGTGTAGGG
CACACCCAAC
TCCAGGGGCC
AGAGGCTGAC
CGTCAGCCGG
AAGCGATGAC
GCCTTGCCTT
CAGCCCTGCT
CCGAACTGGC
GATCGCCACA

GATTCCAGCA
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1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

AAAACCCCGC

CCACCCCCTG

GGCTACAGCA

CCAACCCCAC

CCGTCTTCCG

GTCAAGTCCA

CAGATAATTA

AATATCAAAC

AGCAAGGTGA

CAGGTGGAAG

TCCCTGGACA

CTGACCTTCC

TCGCCAGTGG

AGCATCGACA

CTGGCCAAGC

AATGAGAGAG

GCTCCTCGCA

CTCGGGACTT

GTGGGCTAGT

TCCTCAGGCA

AGAGGCTCTG

GCCCTGTTGT

GTTCGTGGAG

GGGCGGGAGG

GAAGTGGGAG

GGGAGAGCCA

GGGGTGGGGG

GGACAGCGGG

CTTAGAAAAG

GTAGGGGGCC

CTGAAGGTTG

CCGCTCCAAA

CAGGGCCCAG

GCCCCGGCTC

CCACCCGGGA

CCAAGAGCCG

AGATCGGCTC

ATAAGAAGCT

ACGTCCCGGG

CCTCCAAGTG

TAAAATCTGA

ATATCACCCA

GCGAGAACGC

TGTCTGGGGA

TGGTAGACTC

AGGGTTTGTG

TGTGGAAAAA

GTTCGGTTAA

CAAAATCAGT

AATAAAATAT

ATTCCTTTTG

AAAGCTGCTT

GGGGGTGTCA

CCACAGGCAG

CCACGGGGGA

TGGGAGAGGA

AGGCCTATGC

CCTGCTGTGG

TAAAAAGAGA

ACTGACCTTG

TGAGTTGAGG

GAACTGCTGC

GACACCACCC

ATCTGAGAGA

CCCAGGCACT

GCCCAAGAAG

CCTGCAGACA

CACTGAGAAC

GGATCTTAGC

AGGCGGCAGT

TGGCTCATTA

GAAGCTTGAC

CGTCCCTGGC

CAAAGCCAAG

CACGTCTCCA

GCCCCAGCTC

ATCAGGCCCC

AAAAGAATAA

TTGGTTAATC

GATGGGAGTA

TTAAAAAAAA

ATTCTTTTTT

CTGGGGGATT

CAGAGGCAGT

ACGATGTCAA

GGCCGAGGCA

AGCCACGTGC

CACCTGCAGC

GTCAGTGTGC

AGGCAAGCTG

ATGTCTTGAG

GGCTTCCCTC

CATGATTTTG

178

AGCTCTGCGA

GGTGAACCTC

CCCGGCAGCC

GTGGCAGTGG

GCCCCCGTGC

CTGAAGCACC

AACGTCCAGT

GTGCAAATAG

GGCAACATCC

TTCAAGGACA

GGAGGAAATA

ACAGACCACG

CGGCATCTCA

GCCACGCTAG

TGGGGCGGTC

TGACCCGGCC

ACTTAACCTG

AGAGCAAATT

ACATTCAAAA

CTTCCCCCTC

TCAAGGGACT

GGCAGCAACA

CCTTGTGTGA

GGGGCTGGGC

TGGAGAGTAG

GTCTGAGCGG

CACCCTCTGC

GCAGGAGGGT

AGCGCTGGCC

TGCTCCACAG

GCCACTTTGC

CTAAGCAAGT

CAAAATCAGG

GCTCCCGCAC

TCCGTACTCC

CCATGCCAGA

AGCCGGGAGG

CCAAGTGTGG

TCTACAAACC

ATCATAAACC

GAGTCCAGTC

AAAAGATTGA

GGGCGGAGAT

GCAATGTCTC

CTGACGAGGT

AATAATTGTG

CCCGCCCTCT

CTTTTGTCAC

TCATCTTTCC

ACATGGCCAC

CATGTAGAAG

GGGGGTGCCA

AAGGATTTGA

GTGTGACGGG

AGAGGGGAGA

ACATCCCCCT

CCGCCTGTCC

AGGGCAGCCT

GGCACTTCGT

TCTTCCTCCC

AAACCCTGTT

AGACCTGGGA

CCAGAGAAGA

GGATCGCAGC

CCCGTCCCTT

ACCCAAGTCG

CCTGAAGAAT

CGGGAAGGTG

CTCAAAGGAT

AGTTGACCTG

AGGAGGTGGC

GAAGATTGGG

AACCCACAAG

CGTGTACAAG

CTCCACCGGC

GTCTGCCTCC

GAGAGGAGAG

GCCCCCAGCT

TCGGCTTTGG

AAATTGATGG

ATCCAACATT

AGGGAGAAGG

ACCACCTCTG

AACTTGGTGT

GGTTGGGGTG

GGAAGCACAA

CCTTGCCGCT

TTGGTGGCCG

GTGGGAGAAG

GGATGACCTC

TCCCTGCAGG

TTATTGAGTT

CTTTAGGGCT
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3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

AACCAGTTCT

GGGCCACTGG

CTTCCCACGG

CCCAATCACT

ACCCCTTCTC

AAATTAAGGG

CCACTCATCC

CTCCTCCCGT

CTTGTTGACA

CCACAGCAGC

CACCCAGGGC

ACCTCCCAGA

CCGACAAAGG

CCATGCTGTC

CATCTGCACC

GACTATGATA

GTAAAGAGGT

TGGCCTGTGT

CTGGGACCCA

CCTGAAGCAC

TCCCTGTGTC

TTCTCTCTGG

ATCACAAGAA

GAGCCTCAGC

CAGCCTCCCA

ATCTGCTCTA

ACTGTTCCCA

GCTGCCATGA

GCCTCAGGCC

TTGGCAGTAG

TACCTGAAAG

CTTTGTAAGG

CATCTCTGGA

CCACTGCAGT

GCCTATACCC

AGTAATGACC

AAGGCAAAGT

AACTGGGACC

CACAGATGTG

TGGAGAGAGC

AGGCTGGGTG

AGGCCCACAG

CAGCCCAGCC

GGAACACACC

TGTTCTGCTG

CTGTTGAGTT

GTGAAAAGAA

TTCTAACCCA

GGTGCCACCC

ACAGAGACCA

AGGATTAGGA

AGGGCACAGA

TCATAGCCCG

AAAGGAAGCC

CACCCCTCAG

CCAAGGGCCC

GAGGCCCAAG

AAGCCTTGAC

GAAAAGGGAA

CAATTCTGCC

AAATCCAGGG

GAAGTCTCTG

ACTTGTGCCT

GTGTGTGGGG

CACCCCGTCT

CTCATCACAC

CTGGTTGGTT

CCAGGCACAA

CTCACCACGA

AGCCAGGGCA

CCTTTCCCCT

TCTTGGTTGT

TCCCGCTGTC

CGCTGCTCAG

CCCTTGGAAA

GAGCAGCTGA

GTAGTTGGAT

AAAAAAAMAMA

CCCTCACGAG

TGCTGGGGCC

GCTTCTAGCA

CTGAAGCGAT

CTAGGTCTTG

AAGTCTCATG

ACTGCCAGCT

ACTGGGTTCC

TGCGACCACA

CTGCCTGCCT

CAGAGCACCT

GCCGCCTTTG

ACTTCTGGTT

CCTCCCCTGG

GGCCCAGAAC

179

CTTGGGAGAC

GTCTGGGAGG

GCGCCGCTGT

GTCACAATGT

GCAGGAGGTA

GAGTGGGACC

ATCTCATGAT

CTGCTCAGCT

GAGAAGGCCT

CAGTGGTGGC

CCCCACTTGC

CTCCACATGC

TGGTTCTTTT

ACATATACAT

TTGTCTGTTT

AAAAAAGGAC

GTGTCTCTCA

TCCCAAGTTT

GCTAAGGAGG

GATGTCCCCT

TGGCTGGTCT

GCAGTCCCAA

GGGGGGATCT

TCTCCAAGCT

GCAGGGATTG

GAGGAAGGAT

CAGCCCGCTG

CAAAACATTG

TGGGTACAGT

GGCTGGCAGC

TCTCCACCAA

GTCCACCCGT

CAGGTCCCGA

GCTGTTGTCT

CCCGAATTCC

CCTACTCCAT

CCAGCCTCTC

CTGATTCGGT

GTGACCCTAG

GGCCCCTTCC

ACCAGGATGG

ACCCTAGCTT

ATAGTATCAG

CCCCCAGTCC

AGATGTTGCC

ATGCTTGGAT

GCATGTATCT

CCCCCACACT

TGAAAGGCTT

CCGTTCAGCT

TCCCTACTTC

GGCTTGCGGC

AGGAGGCTTA

GCAGCTCCCA

CGCCCTCTGG

GGATGAATTG

GACTTGACAA

ACCTTGCACA

CTGCCTAAAG

TAAAGGCAAC

TTCGTGTGCA

GAGCCTCCCT

TTCCAAGCCT

GCCCCCTGTC

GCCGTGAGAG

CAGCCTCACC

ACTGAGGGTG

ACTCTCAGTT

TCCCTGTCTC

GTGTTTCTGC

TGTGCTGAGC

AAGGGCAAGG

GTAGCTGCCA

CCCTCCACAC

CAGCTGGAAG

CTGCCCTCCC

TCACCAGAGT

TGAAATGCTT

GGGACTCGTG

TCCTCAGCAC

GTGACGAAGG

CCCTTGGGGC

GCGAGGATGG

CAACTCCTGC

GAAGCTCCGT

AGGGGCAGCG

CCTGTCCTGG

GTCAGGAGAC

AACTCCATCT

AAACTCAGCA

CCTGAGGGAC

GCTAGAGCTT

GCCGTTCGCT



5341

5401

5461

5521

5 5581
5641

5701

5761

5821

10 5881
5941
6001
6061
6121
15 6181
6241
6301
6361
6421
20 6481

6541

6601

(sec.

25

NP 001116538.2:

GAGTCCCAGC
ATTTGGTGGT
TTCACGCACC
CTTCTTATAC
AAGATCATGG
GATCTTAAAT
CACCTGCAGA
CAAGCTGCTG
ATCCTGTTTG
TAACATGGGC
TGATTTCAAC
TTCTCTTTTC
GGTGCAGGCG
CCTAAGCCCA
CCTCTGTGCC
CACTCGCTTC
CAGAGGTGAT
CTCTTCAGCT
CTTAGCCCCA
ATTTCTTCGG
TGTCTGTGAA

GCTGTAAAAG

con num.

AATTCTCCTA

GGTTAGAGAT

TCGGTTCCTC

GGAAGGCTCT

TTTAGGGTGA

GAGGACAATC

GCCAGTGTCC

ACTCACTTTA

CTATTGCTTG

AAAGGGAGAT

CACATTTGCT

CACTGACAGG

TAGGAATATG

CAATCATGCC

ACCTCTCACA

ACCCTCCTCA

CACCTGCGTG

TTGAAAAGGG

TGAGTTTGCC

TAATTCTGAG

TGTCTATATA

TGAATTTGGA

de ident.:

AGTTGAAGGG

ATGCCCCCCT

TTCCTGAAGT

GGGATCTCCC

TCAGTGCTGG

CCCCCAGGGC

TTGGGTGGGC

TCAATAGTTC

TTGTGCTATG

CTTGGGGTGC

AGAGGGAGGG

CTTTCCCAGG

GACATCTGGT

TCCCTAAGAC

CTGGCTCCAG

TCTTTGTTCT

TCCCATCTAC

TTACCCTGGG

ATGTTGAGCA

GGTGGGGGGA

GTGTATTGTG

ATCTGAGAAG

CATTACTGCC

TCTTGTGCCC

CCTTGTGGGG

CAGATAAATT

TGGGCACTCC

TAGATAGGAT

CATTTAAATT

GGGGGAGGGG

AGCACTTAAA

AGCAGCCACG

CAGCTGGCTA

TGCTTTGGCC

CTTGGCATCC

ACACACAGCC

CCAAGTAAAG

AGACCTGCAG

CACTGGCCTA

GGACTATTTC

GGGACATGAA

TGTTTTAACA

GAGAAGGAAA

AACAGTTTCG

TGCTCTTCAG

CAGGCTCTTG

GAAAAGGCAC

TCCCCTCCCC

ATACTGTATG

GACTTCAGTG

GGAGGAATGT

CTGCCTCGTA

GAGTTAGAGG

GTTCATTCCC

TGCTGCCCTC

TTCCCTCTAA

TGTGCTTTTG

CCACGAGGTC

CTTCATAAAA

GAGCCTCACC

TGGCACTTGC

ATCATCTTAG

AATGATTTAC

AATAAAGTTA TTACTCTGAT TAAA

156).

TGTGGGGTAG

GCTGCATTTC

CACCATGGGC

GGGCCAGCCT

GCTGGCTTGT

TCACTTCTCC

CCGGCTCCTT

GTGAGACTGT

GTAAGATAGT

ACCCTTTTCA

CCCTTGGGGT

TCCCCAGCCA

TTTCAGGGGT

GCCGTTGGCA

GAGCTGAGAT

GGGGCGAGGG

CTTCTGATTT

TCCTAATAGA

AAGTCCCATG

CTTAGCTTTC

ACTGACTGTT

La secuencia de aminoadcidos correspondiente de la

isoforma 6 de la proteina Tau humana se puede encontrar en

1 MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG

61 SETSDAKSTP TAEDVTAPLV DEGAPGKQAA AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG

121 HVTQEPESGK VVQEGFLREP GPPGLSHQLM SGMPGAPLLP EGPREATRQP SGTGPEDTEG

30

180

181 GRHAPELLKH QLLGDLHQEG PPLKGAGGKE RPGSKEEVDE DRDVDESSPQ DSPPSKASPA



10

15

20

25

30

241
301
361
421
481
541
601
661

721

(sec.

transcrito de MAPT humano

ODGRPPQTAA
FTFHVEITPN
AAPRGKPVSR
DPLIQPSSPA
GOANATRIPA
PGSRSRTPSL
LKHQPGGGKV
GNIHHKPGGG

TDHGAEIVYK

con num.

REATSIPGEP

VOKEQAHSEE

VPQLKARMVS

VCPEPPSSPK

KTPPAPKTPP

PTPPTREPKK

QIINKKLDLS

QVEVKSEKLD

SPVVSGDTSP

de ident.:

AEGATIPLPVD
HLGRAAFPGA
KSKDGTGSDD
YVSSVTSRTG
SSATKQVQRR
VAVVRTPPKS
NVQSKCGSKD
FKDRVQSKIG

RHLSNVSSTG

157) .

FLSKVSTEIP

PGEGPEARGP

KKAKTSTRSS

SSGAKEMKLK

PPPAGPRSER

PSSAKSRLQT

NIKHVPGGGS

SLDNITHVPG

SIDMVDSPQL

ASEPDGPSVG

SLGEDTKEAD

AKTLKNRPCL

GADGKTKIAT

GEPPKSGDRS

APVPMPDLKN

VQIVYKPVDL

GGNKKIETHK

ATLADEVSAS

RAKGQODAPLE

LPEPSEKQPA

SPKHPTPGSS

PRGAAPPGQK

GYSSPGSPGT

VKSKIGSTEN

SKVTSKCGSL

LTFRENAKAK

LAKQGL

La secuencia de nucledétidos de una variante 5 del

encontrarse en NM 001123067.4:

1 GCAGTCACCG CCACCCACCA GCTCCGGCAC

61 TCTGCCGCCG CCACCACAGC

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

TGTCGACTAT

ATGGAAGATC

ATGCACCAAG

CCCACTGAGG

ACAGCGGAAG

GGTCACGTGA

AAAAAAGCCA

CCAGGCCAGA

AAGACACCAC

CCCGGCTCCC

ACCCGGGAGC

AAGAGCCGCC

ATCGGCTCCA

AAGAAGCTGG

GTCCCGGGAG

CAGGTGAACT

ACGCTGGGAC

ACCAAGAGGG

ACGGATCTGA

CTGAAGAAGC

CCCAAGCTCG

AGGGGGCTGA

AGGGCCAGGC

CCAGCTCTGG

CAGGCACTCC

CCAAGAAGGT

TGCAGACAGC

CTGAGAACCT

ATCTTAGCAA

GCGGCAGTGT

CACCTTCTCC

TTGAACCAGG

GTACGGGTTG

TGACACGGAC

GGAACCGGGC

AGGCATTGGA

CATGGTCAGT

TGGTAAAACG

CAACGCCACC

TGAACCTCCA

CGGCAGCCGC

GGCAGTGGTC

CCCCGTGCCC

GAAGCACCAG

CGTCCAGTCC

GCAAATAGTC

181

CAACAGCAGC

TCCTCCGCTG

ATGGCTGAGC

GGGGACAGGA

GCTGGCCTGA

TCTGAAACCT

GACACCCCCA

AAAAGCAAAG

AAGATCGCCA

AGGATTCCAG

AAATCAGGGG

TCCCGCACCC

CGTACTCCAC

ATGCCAGACC

CCGGGAGGCG

AAGTGTGGCT

TACAAACCAG

(que codifica tau 1N4R)

GCCGCTGCCA

TCCTCTCCCG

CCCGCCAGGA

AAGATCAGGG

AAGAATCTCC

CTGATGCTAA

GCCTGGAAGA

ACGGGACTGG

CACCGCGGGG

CAAAAACCCC

ATCGCAGCGG

CGTCCCTTCC

CCAAGTCGCC

TGAAGAATGT

GGAAGGTGCA

CAAAGGATAA

TTGACCTGAG

puede

CCGCCCACCT
TCCTCGCCTC
GTTCGAAGTG
GGGCTACACC
CCTGCAGACC
GAGCACTCCA
CGAAGCTGCT
AAGCGATGAC
AGCAGCCCCT
GCCCGCTCCA
CTACAGCAGC
AACCCCACCC
GTCTTCCGCC
CAAGTCCAAG
GATAATTAAT
TATCAAACAC

CAAGGTGACC



10

15

20

25

30

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

TCCAAGTGTG

AAATCTGAGA

ATCACCCACG

GAGAACGCCA

TCTGGGGACA

GTAGACTCGC

GGTTTGTGAT

TGGAAAAAAA

TCGGTTAATT

AAATCAGTGA

TAAAATATTT

TCCTTTTGAT

AGCTGCTTCT

GGGTGTCACA

ACAGGCAGAC

ACGGGGGAGG

GGAGAGGAAG

GCCTATGCCA

TGCTGTGGGT

AAAAGAGAAG

TGACCTTGAT

AGTTGAGGGG

ACTGCTGCCA

TTGTAAGGAC

TCTCTGGAGT

ACTGCAGTCA

CTATACCCCT

TAATGACCCT

GGCAAAGTCC

CTGGGACCCT

CAGATGTGAG

GCTCATTAGG

AGCTTGACTT

TCCCTGGCGG

AAGCCAAGAC

CGTCTCCACG

CCCAGCTCGC

CAGGCCCCTG

AAGAATAATG

GGTTAATCAC

TGGGAGTAAG

AAAAAAMAANC

TCTTTTTTCT

GGGGGATTTC

GAGGCAGTGG

GATGTCAACC

CCGAGGCAGG

CCACGTGCTG

CCTGCAGCGT

CAGTGTGCCA

GCAAGCTGGC

GTCTTGAGAG

CTTCCCTCTG

TGATTTTGGC

TTGTGCCTCT

GTGTGGGGGT

CCCCGTCTGC

CATCACACGT

GGTTGGTTGC

AGGCACAAGA

CACCACGAAT

CCAGGGCACT

CAACATCCAT

CAAGGACAGA

AGGAAATAAA

AGACCACGGG

GCATCTCAGC

CACGCTAGCT

GGGCGGTCAA

ACCCGGCcecee

TTAACCTGCT

AGCAAATTTC

ATTCAAAAAC

TCCCCCTCCA

AAGGGACTGG

CAGCAACAAA

TTGTGTGAGT

GGCTGGGCAG

GAGAGTAGAC

CTGAGCGGCC

CCCTCTGCAG

AGGAGGGTGG

CGCTGGCCTC

CTCCACAGAA

CACTTTGCAG

TGGGAGACGT

CTGGGAGGCA

GCCGCTGTGC

CACAATGTCC

AGGAGGTACC

GTGGGACCCC

CTCATGATCT

GCTCAGCTGT

182

CATAAACCAG

GTCCAGTCGA

AAGATTGAAA

GCGGAGATCG

AATGTCTCCT

GACGAGGTGT

TAATTGTGGA

CGCCCTCTGC

TTTGTCACTC

ATCTTTCCAA

ATGGCCACAT

TGTAGAAGAG

GGGTGCCAAC

GGATTTGAAA

GTGACGGGGG

AGGGGAGAGG

ATCCCCCTCC

GCCTGTCCTT

GGCAGCCTGT

CACTTCGTGG

TTCCTCCCTC

ACCCTGTTTT

ACCTGGGACT

CCACCCGTTT

GGTCCCGAGC

TGTTGTCTGC

CGAATTCCCA

TACTCCATAC

AGCCTCTCAC

GATTCGGTTC

GACCCTAGGT

GAGGTGGCCA

AGATTGGGTC

CCCACAAGCT

TGTACAAGTC

CCACCGGCAG

CTGCCTCCCT

GAGGAGAGAA

CCCCAGCTGC

GGCTTTGGCT

ATTGATGGGT

CCAACATTTC

GGAGAAGGAG

CACCTCTGGC

CTTGGTGTGT

TTGGGGTGGG

AAGCACAAGA

TTGCCGCTGG

GGTGGCCGGG

GGGAGAAGGG

ATGACCTCCT

CCTGCAGGGT

ATTGAGTTCT

TTAGGGCTAA

CCAAGCCTGG

CCCCTGTCCT

CGTGAGAGCC

GCCTCACCAC

TGAGGGTGAA

TCTCAGTTCC

CCTGTCTCCT

GTTTCTGCCT

GGTGGAAGTA

CCTGGACAAT

GACCTTCCGC

GCCAGTGGTG

CATCGACATG

GGCCAAGCAG

TGAGAGAGTG

TCCTCGCAGT

CGGGACTTCA

GGGCTAGTAA

CTCAGGCAAT

AGGCTCTGAA

CCTGTTGTGG

TCGTGGAGCC

GCGGGAGGCC

AGTGGGAGTG

GAGAGCCAAG

GGTGGGGGCC

ACAGCGGGTA

TAGAAAAGAC

AGGGGGCCTG

GAAGGTTGGA

CCAGTTCTCT

GCCACTGGCA

TCCCACGGCC

CAATCACTGC

CCCTTCTCAG

ATTAAGGGAA

ACTCATCCAA

CCTCCCGTCA

TGTTGACATG



10

15

20

25

30

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

GAGAGAGCCC

GCTGGGTGTC

GCCCACAGTC

GCCCAGCCCG

AACACACCCC

TTCTGCTGGA

GTTGAGTTGT

GAAAAGAAAA

CTAACCCACC

TGCCACCCTG

AGAGACCAGC

GATTAGGACT

GGCACAGACT

ATAGCCCGAA

AGGAAGCCAC

CCCCTCAGAC

AAGGGCCCTG

GGCCCAAGCT

GCCTTGACCA

AAAGGGAAGC

ATTCTGCCAC

ATCCAGGGCC

AGTCTCTGGG

TTCTCCTAAG

TTAGAGATAT

GGTTCCTCTT

AAGGCTCTGG

TAGGGTGATC

GGACAATCCC

CAGTGTCCTT

TCACTTTATC

TTTCCCCTGA

TTGGTTGTCA

CCGCTGTCCC

CTGCTCAGCT

CTTGGAAATG

GCAGCTGAAC

AGTTGGATTT

AAAAAAARARAA

CTCACGAGGT

CTGGGGCCTC

TTCTAGCAGC

GAAGCGATGA

AGGTCTTGTG

GTCTCATGGC

TGCCAGCTGG

TGGGTTCCTC

CGACCACAGC

GCCTGCCTGA

GAGCACCTCA

CGCCTTTGCA

TTCTGGTTTG

TCCCCTGGGG

CCCAGAACTC

TTGAAGGGAT

GCCCCCCTCA

CCTGAAGTTC

GATCTCCCCC

AGTGCTGGCA

CCCAGGGCTG

GGGTGGGCTA

AATAGTTCCA

GAAGGCCTGG

GTGGTGGCAC

CCACTTGCAC

CCACATGCAT

GTTCTTTTCC

ATATACATAG

GTCTGTTTAT

AAAAGGACGC

GTCTCTCACC

CCAAGTTTTG

TAAGGAGGCC

TGTCCCCTTC

GCTGGTCTGG

AGTCCCAAAG

GGGGATCTGC

TCCAAGCTCG

AGGGATTGGG

GGAAGGATGA

GCCCGCTGAC

AAACATTGCT

GGTACAGTTA

CTGGCAGCTT

TCCACCAAGA

CTGAGAAGGA

TTACTGCCAA

TTGTGCCCTG

TTGTGGGGCA

GATAAATTGA

GGCACTCCTC

GATAGGATAT

TTTAAATTGA

183

CCCCTTCCTG

CAGGATGGAA

CCTAGCTTGT

AGTATCAGCC

CCCAGTCCCA

ATGTTGCCCT

GCTTGGATTC

ATGTATCTTG

CCCACACTGG

AAAGGCTTTC

GTTCAGCTGT

CCTACTTCCC

CTTGCGGCGC

GAGGCTTACA

AGCTCCCAGA

CCCTCTGGAG

ATGAATTGCC

CTTGACAAGT

CTTGCACAAA

GCCTAAAGAA

AAGGCAACCC

CGTGTGCAGC

GCCTCCCTGC

GAAGGAAATG

CAGTTTCGGC

CTCTTCAGCA

GGCTCTTGGG

AAAGGCACGC

CCCTCCCCTC

ACTGTATGCC

CTTCAGTGGT

TGCTGAGCCC

GGGCAAGGCA

AGCTGCCAAC

CTCCACACCC

GCTGGAAGCC

GCCCTCCCCA

ACCAGAGTGA

AAATGCTTGT

GACTCGTGTG

CTCAGCACCT

GACGAAGGCC

CTTGGGGCTC

GAGGATGGTT

ACTCCTGCAT

AGCTCCGTGA

GGGCAGCGCA

TGTCCTGGAT

CAGGAGACAC

CTCCATCTGC

ACTCAGCAGC

TGAGGGACTT

TAGAGCTTTA

CGTTCGCTGA

TGGGGTAGAT

TGCATTTCTT

CCATGGGCCT

GCCAGCCTAA

TGGCTTGTGA

ACTTCTCCCA

GGCTCCTTCA

GAGACTGTAT

ACAGCAGCAG

CCCAGGGCAG

CTCCCAGACA

GACAAAGGGG

ATGCTGTCTG

TCTGCACCCT

CTATGATAGT

AAAGAGGTTT

GCCTGTGTGG

GGGACCCAAC

TGAAGCACAG

CCTGTGTCAG

CTCTCTGGTC

CACAAGAAAA

GCCTCAGCCA

GCCTCCCACC

CTGCTCTAGA

TGTTCCCAAA

TGCCATGAGA

CTCAGGCCCA

GGCAGTAGAA

CCTGAAAGGA

GTCCCAGCAA

TTGGTGGTGG

CACGCACCTC

TCTTATACGG

GATCATGGTT

TCTTAAATGA

CCTGCAGAGC

AGCTGCTGAC

CCTGTTTGCT



10

15

20

25

4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

5521

(sec.

ATTGCTTGTT

AGGGAGATCT

CATTTGCTAG

CTGACAGGCT

GGAATATGGA

ATCATGCCTC

CTCTCACACT

CCTCCTCATC

CCTGCGTGTC

GAAAAGGGTT

AGTTTGCCAT

ATTCTGAGGG

TCTATATAGT

GTGCTATGGG

TGGGGTGCAG

AGGGAGGGAG

TTCCCAGGCA

CATCTGGTTG

CCTAAGACCT

GGCTCCAGAC

TTTGTTCTCC

CCATCTACAG

ACCCTGGGCA

GTTGAGCAGG

TGGGGGGAGG

GTATTGTGTG

GGGAGGGGGG

CACTTAAACT

CAGCCACGGA

GCTGGCTAGT

CTTTGGCCTG

TGGCATCCTT

ACACAGCCTG

AAGTAAAGCC

ACCTGCAGCT

CTGGCCTAGA

ACTATTTCTG

GACATGAAAT

TTTTAACAAA

AGGAATGTGT

GCCTCGTAAC

GTTAGAGGCC

TCATTCCCTC

CTGCCCTCTT

CCCTCTAAGC

TGCTTTTGGA

ACGAGGTCGG

TCATAAAACT

GCCTCACCTC

GCACTTGCAA

CATCTTAGCT

TGATTTACAC

AATTTGGAAA TAAAGTTATT ACTCTGATTA AA

con num.

de ident

158) .

AAGATAGTTA

CCTTTTCATG

CTTGGGGTTT

CCCAGCCAGG

TCAGGGGTCC

CGTTGGCACC

GCTGAGATCA

GGCGAGGGCA

TCTGATTTCT

CTAATAGACT

GTCCCATGAT

TAGCTTTCTG

TGACTGTTGC

ACATGGGCAA

ATTTCAACCA

CTCTTTTCCA

TGCAGGCGTA

TAAGCCCACA

TCTGTGCCAC

CTCGCTTCAC

GAGGTGATCA

CTTCAGCTTT

TAGCCCCATG

TTCTTCGGTA

TCTGTGAATG

TGTAAAAGTG

La secuencia de aminoacidos correspondiente de la

NP 001116539.1:

1 MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT

61 SETSDAKSTP TAEAEEAGIG DTPSLEDEAA GHVTQARMVS KSKDGTGSDD

121 KIATPRGAAP PGQKGQANAT RIPAKTPPAP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS

181 SRTPSLPTPP TREPKKVAVV RTPPKSPSSA KSRLQTAPVP MPDLKNVKSK

241 PGGGKVQIIN KKLDLSNVQS KCGSKDNIKH VPGGGSVQIV YKPVDLSKVT

301 HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR

361 AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ

con num.

de ident

(sec. 159).

isoforma 5 de la proteina Tau humana se puede encontrar en

PTEDGSEEPG

KKAKGADGKT

PGSPGTPGSR

IGSTENLKHQ

SKCGSLGNIH

ENAKAKTDHG

GL

La secuencia de nucledétidos de la variante 4 del

transcrito de MAPT humano

encontrarse en NM 016841.5:

184

(que codifica tau ON3R)

puede
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30

1 GCAGTCACCG CCACCCACCA GCTCCGGCAC

61 TCTGCCGCCG CCACCACAGC

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

TGTCGACTAT

ATGGAAGATC

ATGCACCAAG

GGAGACACCC

AGTAAAAGCA

ACGAAGATCG

ACCAGGATTC

CCAAAATCAG

CGCTCCCGCA

GTCCGTACTC

CCCATGCCAG

CAGCCGGGAG

TCCAAGTGTG

AAATCTGAGA

ATCACCCACG

GAGAACGCCA

TCTGGGGACA

GTAGACTCGC

GGTTTGTGAT

TGGAAAAAAA

TCGGTTAATT

AAATCAGTGA

TAAAATATTT

TCCTTTTGAT

AGCTGCTTCT

GGGTGTCACA

ACAGGCAGAC

ACGGGGGAGG

GGAGAGGAAG

CAGGTGAACT

ACGCTGGGAC

ACCAAGAGGG

CCAGCCTGGA

AAGACGGGAC

CCACACCGCG

CAGCAAAAAC

GGGATCGCAG

CCCCGTCCCT

CACCCAAGTC

ACCTGAAGAA

GCGGGAAGGT

GCTCATTAGG

AGCTTGACTT

TCCCTGGCGG

AAGCCAAGAC

CGTCTCCACG

CCCAGCTCGC

CAGGCCCCTG

AAGAATAATG

GGTTAATCAC

TGGGAGTAAG

AAAAAAAAAC

TCTTTTTTCT

GGGGGATTTC

GAGGCAGTGG

GATGTCAACC

CCGAGGCAGG

CCACGTGCTG

CACCTTCTCC

TTGAACCAGG

GTACGGGTTG

TGACACGGAC

AGACGAAGCT

TGGAAGCGAT

GGGAGCAGCC

CCCGCCCGCT

CGGCTACAGC

TCCAACCCCA

GCCGTCTTCC

TGTCAAGTCC

GCAAATAGTC

CAACATCCAT

CAAGGACAGA

AGGAAATAAA

AGACCACGGG

GCATCTCAGC

CACGCTAGCT

GGGCGGTCAA

ACCCGGCCcCC

TTAACCTGCT

AGCAAATTTC

ATTCAAAAAC

TCCCCCTCCA

AAGGGACTGG

CAGCAACAAA

TTGTGTGAGT

GGCTGGGCAG

GAGAGTAGAC

185

CAACAGCAGC

TCCTCCGCTG

ATGGCTGAGC

GGGGACAGGA

GCTGGCCTGA

GCTGGTCACG

GACAAAAAAG

CCTCCAGGCC

CCAAAGACAC

AGCCCCGGCT

CCCACCCGGG

GCCAAGAGCC

AAGATCGGCT

TACAAACCAG

CATAAACCAG

GTCCAGTCGA

AAGATTGAAA

GCGGAGATCG

AATGTCTCCT

GACGAGGTGT

TAATTGTGGA

CGCCCTCTGC

TTTGTCACTC

ATCTTTCCAA

ATGGCCACAT

TGTAGAAGAG

GGGTGCCAAC

GGATTTGAAA

GTGACGGGGG

AGGGGAGAGG

ATCCCCCTCC

GCCGCTGCCA

TCCTCTCCCG

CCCGCCAGGA

AAGATCAGGG

AAGCTGAAGA

TGACCCAAGC

CCAAGGGGGC

AGAAGGGCCA

CACCCAGCTC

CCCCAGGCAC

AGCCCAAGAA

GCCTGCAGAC

CCACTGAGAA

TTGACCTGAG

GAGGTGGCCA

AGATTGGGTC

CCCACAAGCT

TGTACAAGTC

CCACCGGCAG

CTGCCTCCCT

GAGGAGAGAA

CCCCAGCTGC

GGCTTTGGCT

ATTGATGGGT

CCAACATTTC

GGAGAAGGAG

CACCTCTGGC

CTTGGTGTGT

TTGGGGTGGG

AAGCACAAGA

TTGCCGCTGG

CCGCCCACCT

TCCTCGCCTC

GTTCGAAGTG

GGGCTACACC

AGCAGGCATT

TCGCATGGTC

TGATGGTAAA

GGCCAACGCC

TGGTGAACCT

TCCCGGCAGC

GGTGGCAGTG

AGCCCCCGTG

CCTGAAGCAC

CAAGGTGACC

GGTGGAAGTA

CCTGGACAAT

GACCTTCCGC

GCCAGTGGTG

CATCGACATG

GGCCAAGCAG

TGAGAGAGTG

TCCTCGCAGT

CGGGACTTCA

GGGCTAGTAA

CTCAGGCAAT

AGGCTCTGAA

CCTGTTGTGG

TCGTGGAGCC

GCGGGAGGCC

AGTGGGAGTG

GAGAGCCAAG
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30

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

GCCTATGCCA

TGCTGTGGGT

AAAAGAGAAG

TGACCTTGAT

AGTTGAGGGG

ACTGCTGCCA

TTGTAAGGAC

TCTCTGGAGT

ACTGCAGTCA

CTATACCCCT

TAATGACCCT

GGCAAAGTCC

CTGGGACCCT

CAGATGTGAG

GAGAGAGCCC

GCTGGGTGTC

GCCCACAGTC

GCCCAGCCCG

AACACACCCC

TTCTGCTGGA

GTTGAGTTGT

GAAAAGAAAA

CTAACCCACC

TGCCACCCTG

AGAGACCAGC

GATTAGGACT

GGCACAGACT

ATAGCCCGAA

AGGAAGCCAC

CCCCTCAGAC

AAGGGCCCTG

CCTGCAGCGT

CAGTGTGCCA

GCAAGCTGGC

GTCTTGAGAG

CTTCCCTICTG

TGATTTTGGC

TTGTGCCTCT

GTGTGGGGGT

CCCCGTCTGC

CATCACACGT

GGTTGGTTGC

AGGCACAAGA

CACCACGAAT

CCAGGGCACT

TTTCCCCTGA

TTGGTTGTCA

CCGCTGTCCC

CTGCTCAGCT

CTTGGAAATG

GCAGCTGAAC

AGTTGGATTT

AAAAAAARARAA

CTCACGAGGT

CTGGGGCCTC

TTCTAGCAGC

GAAGCGATGA

AGGTCTTGTG

GTCTCATGGC

TGCCAGCTGG

TGGGTTCCTC

CGACCACAGC

CTGAGCGGCC

CCCTCTGCAG

AGGAGGGTGG

CGCTGGCCTC

CTCCACAGAA

CACTTTGCAG

TGGGAGACGT

CTGGGAGGCA

GCCGCTGTGC

CACAATGTCC

AGGAGGTACC

GTGGGACCCC

CTCATGATCT

GCTCAGCTGT

GAAGGCCTGG

GTGGTGGCAC

CCACTTGCAC

CCACATGCAT

GTTCTTTTCC

ATATACATAG

GTCTGTTTAT

AAAAGGACGC

GTCTCTCACC

CCAAGTTTTG

TAAGGAGGCC

TGTCCCCTTC

GCTGGTCTGG

AGTCCCAAAG

GGGGATCTGC

TCCAAGCTCG

AGGGATTGGG

186

GCCTGTCCTT

GGCAGCCTGT

CACTTCGTGG

TTCCTCCCTC

ACCCTGTTTT

ACCTGGGACT

CCACCCGTTT

GGTCCCGAGC

TGTTGTCTGC

CGAATTCCCA

TACTCCATAC

AGCCTCTCAC

GATTCGGTTC

GACCCTAGGT

CCCCTTCCTG

CAGGATGGAA

CCTAGCTTGT

AGTATCAGCC

CCCAGTCCCA

ATGTTGCCCT

GCTTGGATTC

ATGTATCTTG

CCCACACTGG

AAAGGCTTTC

GTTCAGCTGT

CCTACTTCCC

CTTGCGGCGC

GAGGCTTACA

AGCTCCCAGA

CCCTCTGGAG

ATGAATTGCC

GGTGGCCGGG

GGGAGAAGGG

ATGACCTCCT

CCTGCAGGGT

ATTGAGTTCT

TTAGGGCTAA

CCAAGCCTGG

CCCCTGTCCT

CGTGAGAGCC

GCCTCACCAC

TGAGGGTGAA

TCTCAGTTCC

CCTGTCTCCT

GTTTCTGCCT

TGCTGAGCCC

GGGCAAGGCA

AGCTGCCAAC

CTCCACACCC

GCTGGAAGCC

GCCCTCCCCA

ACCAGAGTGA

AAATGCTTGT

GACTCGTGTG

CTCAGCACCT

GACGAAGGCC

CTTGGGGCTC

GAGGATGGTT

ACTCCTGCAT

AGCTCCGTGA

GGGCAGCGCA

TGTCCTGGAT

GGTGGGGGCC

ACAGCGGGTA

TAGAAAAGAC

AGGGGGCCTG

GAAGGTTGGA

CCAGTTCTCT

GCCACTGGCA

TCCCACGGCC

CAATCACTGC

CCCTTCTCAG

ATTAAGGGAA

ACTCATCCAA

CCTCCCGTCA

TGTTGACATG

ACAGCAGCAG

CCCAGGGCAG

CTCCCAGACA

GACAAAGGGG

ATGCTGTCTG

TCTGCACCCT

CTATGATAGT

AAAGAGGTTT

GCCTGTGTGG

GGGACCCAAC

TGAAGCACAG

CCTGTGTCAG

CTCTCTGGTC

CACAAGAAAA

GCCTCAGCCA

GCCTCCCACC

CTGCTCTAGA
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3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281

5341

(sec.

GGCCCAAGCT

GCCTTGACCA

AAAGGGAAGC

ATTCTGCCAC

ATCCAGGGCC

AGTCTCTGGG

TTCTCCTAAG

TTAGAGATAT

GGTTCCTCTT

AAGGCTCTGG

TAGGGTGATC

GGACAATCCC

CAGTGTCCTT

TCACTTTATC

ATTGCTTGTT

AGGGAGATCT

CATTTGCTAG

CTGACAGGCT

GGAATATGGA

ATCATGCCTC

CTCTCACACT

CCTCCTCATC

CCTGCGTGTC

GAAAAGGGTT

AGTTTGCCAT

ATTCTGAGGG

TCTATATAGT

GCCTGCCTGA

GAGCACCTCA

CGCCTTTGCA

TTCTGGTTTG

TCCCCTGGGG

CCCAGAACTC

TTGAAGGGAT

GCCCCCCTCA

CCTGAAGTTC

GATCTCCCCC

AGTGCTGGCA

CCCAGGGCTG

GGGTGGGCTA

AATAGTTCCA

GTGCTATGGG

TGGGGTGCAG

AGGGAGGGAG

TTCCCAGGCA

CATCTGGTTG

CCTAAGACCT

GGCTCCAGAC

TTTGTTCTCC

CCATCTACAG

ACCCTGGGCA

GTTGAGCAGG

TGGGGGGAGG

GTATTGTGTG

GGAAGGATGA

GCCCGCTGAC

AAACATTGCT

GGTACAGTTA

CTGGCAGCTT

TCCACCAAGA

CTGAGAAGGA

TTACTGCCAA

TTGTGCCCTG

TTGTGGGGCA

GATAAATTGA

GGCACTCCTC

GATAGGATAT

TTTAAATTGA

GGGAGGGGGG

CACTTAAACT

CAGCCACGGA

GCTGGCTAGT

CTTTGGCCTG

TGGCATCCTT

ACACAGCCTG

AAGTAAAGCC

ACCTGCAGCT

CTGGCCTAGA

ACTATTTCTG

GACATGAAAT

TTTTAACAAA

CTTGACAAGT

CTTGCACAAA

GCCTAAAGAA

AAGGCAACCC

CGTGTGCAGC

GCCTCCCTGC

GAAGGAAATG

CAGTTTCGGC

CTCTTCAGCA

GGCTCTTGGG

AAAGGCACGC

CCCTCCCCTC

ACTGTATGCC

CTTCAGTGGT

AGGAATGTGT

GCCTCGTAAC

GTTAGAGGCC

TCATTCCCTC

CTGCCCTCTT

CCCTCTAAGC

TGCTTTTGGA

ACGAGGTCGG

TCATAAAACT

GCCTCACCTC

GCACTTGCAA

CATCTTAGCT

TGATTTACAC

AATTTGGAAA TAAAGTTATT ACTCTGATTA AA

con num.

de ident.:

160) .

187

CAGGAGACAC

CTCCATCTGC

ACTCAGCAGC

TGAGGGACTT

TAGAGCTTTA

CGTTCGCTGA

TGGGGTAGAT

TGCATTTCTT

CCATGGGCCT

GCCAGCCTAA

TGGCTTGTGA

ACTTCTCCCA

GGCTCCTTCA

GAGACTGTAT

AAGATAGTTA

CCTTTTCATG

CTTGGGGTTT

CCCAGCCAGG

TCAGGGGTCC

CGTTGGCACC

GCTGAGATCA

GGCGAGGGCA

TCTGATTTCT

CTAATAGACT

GTCCCATGAT

TAGCTTTCTG

TGACTGTTGC

TGTTCCCAAA

TGCCATGAGA

CTCAGGCCCA

GGCAGTAGAA

CCTGAAAGGA

GTCCCAGCAA

TTGGTGGTGG

CACGCACCTC

TCTTATACGG

GATCATGGTT

TCTTAAATGA

CCTGCAGAGC

AGCTGCTGAC

CCTGTTTGCT

ACATGGGCAA

ATTTCAACCA

CTCTTTTCCA

TGCAGGCGTA

TAAGCCCACA

TCTGTGCCAC

CTCGCTTCAC

GAGGTGATCA

CTTCAGCTTT

TAGCCCCATG

TTCTTCGGTA

TCTGTGAATG

TGTAAAAGTG
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La secuencia de aminoacidos correspondiente de la

isoforma 4 de la proteina Tau humana se puede encontrar en

NP 058525.1:

1 MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD
61 AGHVTQARMV SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA
121 PKTPPSSGEP PKSGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP
181 AKSRLQTAPV PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQIV
241 HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK
301 AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA
de ident.:

(sec. con num.

161).

Como se usa en la presente

término “tauopatia”

con la expresiédn,

secrecidédn, fosforilac

agregacién anormales de la proteina Tau.

AGLKAEEAGI

PPGOKGQANA

PTREPKKVAV

YKPVDLSKVT

KIETHKLTFER

DEVSASLAKQ

descripcién,

ién,

Como se usa en la presente descripciédn,

refiere a un polipéptido o

transferrina, p. ej.,

de transferrina humana o de ratdn.

aminoadcidos de la proteina receptora

proteina

La

de

receptora

secuencia

GDTPSLEDEA
TRIPAKTPPA
VRTPPKSPSS
SKCGSLGNIH
ENAKAKTDHG

GL

el

se refiere a una enfermedad asociada

escisidén y/o

“TfR” se

de

un polipéptido o proteina receptora

de

transferrina

humana

1

61

121

181

241

301

361

421

(hTFR)

MMDQARSAEF'S
RCSGSICYGT
RLYWDDLKRK
VWRDQHEVKI
KDFEDLYTPV
AHLGTGDPYT
STCRMVTSES

VGTALLLKLA

puede encontrarse en NP 001121620.1:

NLFGGEPLSY TREFSLARQVD GDNSHVEMKL AVDEEENADN NTKANVTKPK

IAVIVFFLIG

LSEKLDSTDF

QVKDSAQNSV

NGSIVIVRAG

PGFPSENHTQ

KNVKLTVSNV

OME'SDMVLKD

FMIGYLGYCK

TGTIKLLNEN

ITIVDKNGRLV

KITFAEKVAN

FPPSRSSGLP

LKEIKILNIF

GFQPSRSIIF

188

GVEPKTECER

SYVPREAGSQ

YLVENPGGYV

AESLNAIGVL

NIPVQTISRA

GVIKGFVEPD

ASWSAGDFEGS

LAGTESPVRE

KDENLALYVE

AYSKAATVTG

IYMDQTKFPT

AAEKLEFGNME

HYVVVGAQRD

VGATEWLEGY

EPGEDFPAAR

NQFREFKLSK

KLVHANFGTK

VNAELSFFGH

GDCPSDWKTD

AWGPGAAKSG

LSSLHLKAFT
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481 YINLDKAVLG TSNFKVSASP LLYTLIEKTM ONVKHPVTGQ FLYQDSNWAS KVEKLTLDNA
541 AFPFLAYSGI PAVSFCFCED TDYPYLGTTM DTYKELIERI PELNKVARAA AEVAGQFVIK
601 LTHDVELNLD YERYNSQLLS FVRDLNQYRA DIKEMGLSLQ WLYSARGDFF RATSRLTTDF

661 GNAEKTDRFV MKKLNDRVMR VEYHFLSPYV SPKESPFRHV FWGSGSHTLP ALLENLKLRK

721 QNNGAFNETL FRNQLALATW TIQGAANALS GDVWDIDNEF (sec. con num.
de ident.: 111).
La secuencia de aminoadcidos de la proteina

receptora de transferrina de ratdn

en inglés)

1 MMDQARSAFS

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

RENGRLCFAA

SSRLYWADLK

SKVWRDEHYV

TKKDFEELSY

GHAHLGTGDP

IDSSCKLELS

KSSVGTGLLL

AFTYINLDKV

DNAAYPFLAY

ITKLTHDVEL

TDFHNAEKTN

NLEFGGEPLSY

IALVIFFLIG

TLLSEKLNSTI

KIQVKSSIGQ

SVNGSLVIVR

YTPGFPSENH

ONONVKLIVK

KLAQVFSDMI

VLGTSNFKVS

SGIPAVSFECF

NLDYEMYNSK

REVMREINDR

puede encontrarse en

TREFSLARQVD

FMSGYLGYCK

EFADTIKQLS

NMVTIVQSNG

AGEITFAEKV

TQFPPSQSSG

NVLKERRILN

SKDGERPSRS

ASPLLYTLMG

CEDADYPYLG

LLSEFMKDLNQ

IMKVEYHFLS

NP 001344227.1:

GDNSHVEMKL

RVEQKEECVK

ONTYTPREAG

NLDPVESPEG

ANAQSEFNAIG

LPNIPVQTIS

IFGVIKGYEE

IIFASWTAGD

KIMQDVKHPV

TRLDTYEALT

FKTDIRDMGL

PYVSPRESPF

AADEEENADN

LAETEETDKS

SQKDESLAYY

YVAFSKPTEV

VLIYMDKNKF

RAAAEKLFEFGK

PDRYVVVGAQ

FGAVGATEWL

DGKSLYRDSN

QKVPQLNQMV

SLOWLYSARG

RHIFWGSGSH

(mTFR, por sus siglas

NMKASVRKPK

ETMETEDVPT

IENQFHEFKF

SGKLVHANEG

PVVEADLALF

MEGSCPARWN

RDALGAGVAA

EGYLSSLHLK

WISKVEKLSFE

RTAAEVAGQL

DYFRATSRLT

TLSALVENLK

721 LROKNITAFN ETLFRNQLAL ATWTIQGVAN ALSGDIWNID NEF (sec. con num.

de ident.: 112).

Como se usa en la presente descripcidn,

“tratamiento” o “tratar” se refiere a todos los procesos en

donde puede haber una ralentizacibén, control, retraso o

detencidén de la progresién de los trastornos o enfermedades

descritos en la presente, o mejora de los sintomas del
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trastorno o la enfermedad, pero no necesariamente indica una
eliminacién total de todos los sintomas del trastorno o
enfermedad. El tratamiento incluye la administracidén de una
proteina o acido nucleico o vector o composicidédn para el
tratamiento de una enfermedad o afeccién en un paciente,
particularmente en un ser humano.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para

ilustrar, pero no limitar, las invenciones reivindicadas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacidn y caracterizacidn de proteinas de

unién a TfR

Generacién de proteinas de unidén a TfR humanos o de ratdn

El anticuerpo contra TfR de ratdédn se generd
mediante la inmunizacién de conejos blancos de Nueva Zelanda
con el dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés)
de proteina del receptor de la transferrina 1 de ratdn con
una etiqueta his (mTfR-ECD-6His, sec. con num. de ident.:
113, wver la Tabla 12). Las células B positivas para el
antigeno mTfR se clasificaron a partir de sangre periférica
y la unidén de anticuerpos individuales clonados a partir de
esas células B se verificé en mTfR marcada con his.

El anticuerpo contra TfR humano se generd
mediante la inmunizacidén de ratones transgénicos AlivaMab®

con los dominios extracelulares de proteina del receptor
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de la transferrina 1 humana con una etiqueta his (hTfR-ECD-
6His, sec. con num. de ident.: 114, ver la Tabla 12) vy
proteina del receptor de la transferrina de ratdédn (mTfR,
sec. con num. de ident.: 110). Las células B positivas para
antigeno se clasificaron de los Dbazos agrupados. Se
verificé la unidén de anticuerpos individuales clonados a
partir de esas células B a hTfR-ECD etiquetada con his.

Se generdé un anticuerpo adicional contra TfR
humano mediante la inmunizacién de ratones transgénicos
AlivaMab® con el dominio apical de proteina del receptor 1
de la transferrina humana con una etiqueta his (hTfR-ApD-
oHis, sec. con num. de ident.: 115, ver la Tabla 12). Las
células B positivas para antigeno se clasificaron de los
bazos agrupados. Se verificdé la unidén de anticuerpos
individuales clonados a partir de esas células B a hTfR-
ECD etiquetada con his.

Tabla 12. Secuencias de los inmundégenos usados para

generar anticuerpos TfR humanos o de ratédn.

Inmundégeno Secuencia Sec. con
nam. de
ident.

mTfR-ECD-6His HHHHHHCKRVEQKEECVKLAETEETDKSETMETEDVPTSSRLYWADLKT [113
LLSEKLNSIEFADTIKQLSONTYTPREAGSQKDESLAYYIENQFHEFKFE
SKVWRDEHYVKIQVKSSIGONMVTIVQSNGNLDPVESPEGYVAFSKPTE
VSGKLVHANFGTKKDFEELSYSVNGSLVIVRAGEITFAEKVANAQSFENA
IGVLIYMDKNKFPVVEADLALFGHAHLGTGDPYTPGFPSENHTQFPPSQ
SSGLPNIPVQTISRAAAEKLFGKMEGSCPARWNIDSSCKLELSQNQNVK
LIVKNVLKERRILNIFGVIKGYEEPDRYVVVGAQRDALGAGVAAKSSVG
TGLLLKLAQVEFSDMISKDGFRPSRSIIFASWTAGDFGAVGATEWLEGYL
SSLHLKAFTYINLDKVVLGTSNFKVSASPLLYTLMGKIMQDVKHPVDGK
SLYRDSNWISKVEKLSFDNAAYPFLAYSGIPAVSFCFCEDADYPYLGTR
LDTYEALTQKVPQLNOQMVRTAAEVAGQLITIKLTHDVELNLDYEMYNSKL
LSFMKDLNQFKTDIRDMGLSLOWLYSARGDYFRATSRLTTDFHNAEKTN
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REVMREINDRIMKVEYHFLSPYVSPRESPFRHIFWGSGSHTLSALVENL
KLROKNITAFNETLFRNQLALATWTIQGVANALSGDIWNIDNEF

hTfR-ECD-6His HHHHHHCKGVEPKTECERLAGTESPVREEPGEDFPAARRLYWDDLKRKL |114
SEKLDSTDFTGTIKLLNENSYVPREAGSQKDENLALYVENQFREFKLSK
VWRDQHEFVKIQVKDSAQNSVIIVDKNGRLVYLVENPGGYVAYSKAATVT
GKLVHANFGTKKDFEDLYTPVNGSIVIVRAGKITFAEKVANAESLNAIG
VLIYMDQTKFPIVNAELSFFGHAHLGTGDPYTPGFPSEFNHTQFPPSRSS
GLPNIPVQTISRAAAEKLFGNMEGDCPSDWKTDSTCRMVTSESKNVKLT
VSNVLKEIKILNIFGVIKGFVEPDHYVVVGAQRDAWGPGAAKSGVGTAL
LLKLAQMFSDMVLKDGFQPSRSIIFASWSAGDFGSVGATEWLEGYLSSL
HLKAFTYINLDKAVLGTSNFKVSASPLLYTLIEKTMONVKHPVTGQFLY
ODSNWASKVEKLTLDNAAFPFLAYSGIPAVSFCFCEDTDYPYLGTTMDT
YKELIERIPELNKVARAAAEVAGQFVIKLTHDVELNLDYERYNSQLLSF
VRDLNQYRADIKEMGLSLOWLYSARGDFFRATSRLTTDEFGNAEKTDREV
MKKLNDRVMRVEYHFLSPYVSPKESPFRHVFWGSGSHTLPALLENLKLR
KONNGAENETLFRNQLALATWTIQGAANALSGDVWDIDNEF

hTfR-ApD-6His HHHHHHHHGKPIPNPLLGLDSTGGGGSDSAQNSVIIVDKNGRLVYLVEN (115
PGGYVAYSKAATVTGKLVHANEFGTKKDFEDLYTPVNGSIVIVRAGKITFE
AEKVANAESLNAIGVLIYMDQTKFPIVNAELSFFGHAHLGGGGGGLPNI
PVQTISRAAAEKLEGNMEGDCPSDWKTDSTCRMVTSESKNVKLTVS

Las variantes de afinidad de los anticuerpos TfR
humanos o de ratdn generados se realizaron introduciendo
sistematicamente mutaciones en CDR individuales de cada
anticuerpo y las variantes resultantes se sometieron a
multiples rondas de seleccidn con concentraciones
decrecientes de antigeno vy/o periodos <crecientes de
disociacién para aislar clones con mejores afinidades. Las
secuencias de variantes individuales se usaron para
construir una biblioteca combinatoria que se sometid a una

ronda adicional de seleccién con mayor rigor para

identificar emparejamientos mutacionales aditivos o
sinérgicos entre las regiones CDR individuales. Se
secuencian los <clones combinatorios individuales. Se

proporcionan las CDR de cadena pesada y de cadena ligera y
las secuencias VH/VL de los dominios de unidén a TfR humanos

TBD 1-7 en las Tablas 1-3. Se proporcionan las CDR de cadena
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pesada y de cadena ligera y las secuencias VH/VL de la
proteina de unién a TfR de ratdé4n (mTBP1l) en la Tabla 7.

Las proteinas de unidén a TfR humanos o de ratédn
se generaron mediante tecnologia de ADN recombinante.
Tales proteinas de unidén a TfR se pueden expresar en una
linea celular de mamifero tal como HEK293 o CHO,
transfectadas de manera transitoria o estable con un
sistema de expresidn que usa una relacidn de vector HC:LC
predeterminada o6ptima o un sistema de vector Unico que
codifica tanto HC como LC. Los medios clarificados, en los
que se ha secretado el anticuerpo, se pueden purificar

usando las técnicas comunmente usadas.

Afinidades de unidén a 25 °C

La afinidad de unidén y la estequiometria de unidn
de las proteinas de unidén a TfR de ratdn ejemplificadas a
TFR de ratdén se determinaron usando un ensayo de resonancia
de plasmédn superficial en un instrumento Biacore T200
cebado con HBS-EP+ (10 mM Hepes con pH 7,4 + 150 mM NaCl +
3 mM EDTA + 0,05 % (p/v) de surfactante P20) de tampdn de
funcionamiento y temperatura de andlisis ajustada a 25 °C.
Se inmovilizdé un kit de captura de Fab humano (Cytiva P/N
28958325) en un chip CM5 (Cytiva P/N 29104988) usando el
acoplamiento de amina NHS-EDC estandar en las cuatro celdas
de flujo (Fc, por sus siglas en inglés). Las proteinas de

unién a TfR de ratdén se prepararon a 10 pg/ml mediante
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dilucidén en tampdn de funcionamiento. La diana (ratdn TFR-
mIgGl-Fc) se prepard a concentraciones finales de 100,0,
25,0, 6,25, 1,56, 0,39, 0,097, 0,024 y 0 (blanco) nM
mediante dilucidén en tampdn de funcionamiento.

Cada ciclo de analisis consiste en (1) capturar
muestras de anticuerpos en celdas de flujo separadas (Fc2,
Fc3 yv Fc4d); (2) la inyeccidn de la concentracidn respectiva
de TfR sobre todo el Fc a 100 pl/min durante 60 segundos
seguido de retorno al flujo de tampdn durante 1800 segundos
para monitorear la fase de disociacién; (3) la regeneracidn
de superficies de chips con inyeccidén de glicina 10 mM, pH
1,5, durante 30 segundos a 10 pl/min sobre todas las
células; vy (4) el equilibrio de superficies de chips con
una inyeccidén de 10 pl (60 s) de HBS-EP+. Los datos se
procesaron usando doble referencia estandar y se ajustaron
a un modelo de enlace 1:1 usando el software de evaluacidn
Biacore T200, versidén 2.0.3, para determinar la tasa de
asociacidédn (kon, unidades M1ls 1), la tasa de disociacidn
(koff, unidades s7!) vy Rmax (unidades RU). La constante de
disociacién de equilibrio (Kp) se calcula a partir de 1la
relacién Kp = kore/kon, y estd en unidades molares. Los

resultados se proporcionan en la Tabla 13.
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Tabla 13: Afinidad de unidén de proteinas de unidén a mTfR

ilustrativas a TFR de ratén a 25 °C.

Proteina o kon kors Kp
conjugado de . - 1 N
unién a TfR Diana Mis-t sl (107%) M
de ratén
mTBP2 nTFR 2,1E5 1,03E-3 4,9E-9
Conjugado de _ _
NTBP2 - ARNbG mTFR 9, 2E4 1,23E-3 1,3E-8

Estos resultados demuestran que la proteina de
unién a TfR de ratdén y conjugado ilustrativos se unen a
TfR de ratén con alta afinidad a 25 °C.

La afinidad de unién y la estequiometria de unidn
de las proteinas de unidén a TfR humanos ilustrativas a TfR
humano y de Cynomolgus se determinaron usando un ensayo de
resonancia de plasmén superficial en un instrumento
Biacore 8K cebado con HBS-EP+ (10 mM Hepes con pH 7,4 +
150 mM NaCl + 3 mM EDTA + 0,05 % (p/v) de surfactante P20)
de tampdédn de funcionamiento y temperatura de anadlisis
ajustada a 25 °C. Se inmovilizdé un anticuerpo anti-His en
un chip CM5 (Cytiva P/N 29104988) usando el acoplamiento
de amina de NHS-EDC estédndar en las cuatro celdas de flujo
(Fc) . Se prepard la diana (ECD TfR humano o de Cynomolgus)
en el tampdén de funcionamiento a una concentracidén final
de 500 pg/ml. Las proteinas de unién a TfR se prepararon

a una concentracién final de 1, 0,2, 0,04, 0,008 vy
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0,0016 uyM respectivamente mediante la dilucidén de 1la
solucién de reserva en el tampd/n de funcionamiento.

El andlisis de unidén se realizd en una manera
cinética de un solo ciclo. Cada ciclo de analisis consiste
en (1) capturar las muestras diana (ECD de TfR humano o de
Cynomolgus etiquetadas con His) en células de flujo separadas
(Fc2, Fc3 y Fc4); (2) la inyeccidn de la concentracidn méas
baja a mas alta de anticuerpos o proteinas sobre todas las
Fc a 30 pl/min durante 900 segundos seguido de retorno al
flujo de tampén durante 1800 segundos para monitorear la fase
de disociacidén; (3) la regeneracidén de superficies de chips
con inyeccién de glicina 10 mM, pH 1,5, durante 30 segundos
a 10 pl/min sobre todas las células; y (4) el equilibrio de
superficies de chips con una inyeccidén de 10 pl (60 s) de
HBS-EP+. Los datos se procesaron usando doble referencia
estdndar y se ajustaron a un modelo de enlace de 2 estados
usando el software de evaluacién Biacore 8K, para determinar
la tasa de asociacidén (kon, unidades Mls71l), la tasa de
disociacidén (korr, unidades s7!) y Rmax. (unidades RU). La
constante de disociacién de equilibrio (Kp) se calcula a
partir de la relacidn Kp = kore/Kkon, y €std en unidades molares.
Los resultados se proporcionan en la Tabla 14A.

La linea endotelial humana hCMEC-D3 (EMD Millipore
SC066), que expresa endbdbgenamente TfR humano y la linea
celular MDCK (ATCC CCL-34), disefiada por ingenieria para

expresar TfR de Cynomolgus se utilizaron para evaluar la
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unién de anticuerpos/proteinas a TfR unido a células. Las
células se cultivaron y se mantuvieron en una confluencia
maxima y se separaron del material de cultivo usando solucidn
de desprendimiento de células Accutase, se lavaron y se
asignaron a 50000 células por pocillo para evaluar la unidn.
Las células se trataron con una tincién de viabilidad vy
después se incubaron concentraciones

posteriormente con

tituladas de proteinas de unidén a TfR en hielo. Se lavaron
las células y se detectd la unidén de los anticuerpos o
proteinas de prueba usando un reactivo secundario etiquetado
con PE. Después, las células se lavaron y se leyeron el mismo
El anadlisis se realizd

dia usando un citdémetro BioRad ZE5.

después de la adguisicién en FlowJo, analizando 1la

fluorescencia de eventos uUnicos, viables y sin desechos. Los
valores de EC50 se obtuvieron mediante el trazado de valores
de intensidad de PE mediana geométrica en una titulacién de
muestra curva de

determinada y ajustando una respuesta

sigmoidal (4PL) en GraphPad Prism 8.3.0.

Tabla 14A: Afinidad de unidén de proteinas de unidén a TER

humano ilustrativas a TfR humano o de Cynomolgus a 25 °C

o0 °C.

Proteinas de | Kp de TfR Kp de TfR de

unién a TfR humana Cyno (Biacore, |gcs5g (nM) de EC50 (nM) de
humanos (Biacore, nM) nM) células hCMEC- | células MDCK
(TBP) a 25 °C a 25 °C D3 a 0 °C de Cyno a 0 °C
TBP1 0,11 145 0,47 510

TBP2 0,27 1,1 0,65 1,08

TBP3 0,000048 0,015 0,14 0,15
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TBP4 0,15 0,004 0,32 1,04
TBPS 0,59 1,47 4,83 1,63
TBP6 0,06 7,7 1,2 0,76
TBP7 0,67 0,86 0,15 0,82
TBP10 9,46 11,7 7,09 138

TBP11 3,28 25,5 2,19 10,3
TBP13 12,1 27,6 10,85 30,65
TBP12 0,0015 2,92 1,55 3,38
ARNip de

TBP14-MAPT

(ARNbc num.

38 en 1la

Tabla 11b) N/D N/D 764,1 453, 3
ARNip de

TBP14-SNCA

(ARNbc num.

10 en la

Tabla 1la) N/D N/D 298, 4 225,3
ARNip de

TBP15-MAPT

(ARNbc num.

39 en 1la

Tabla 11b) N/D N/D 75,56 57,12
*N/D = no disponible

Afinidad de unién a 37 °C

La afinidad de unidén y la estequiometria de unidn
de las proteinas de unidén a TfR humanos ilustrativas a TfR
humano y de Cynomolgus se caracterizaron adicionalmente
usando un ensayo de resonancia de plasmén superficial en
un instrumento Biacore 8K cebado con HBS-EP+ (10 mM Hepes
con pH 7,4 + 150 mM NaCl + 3 mM EDTA + 0,05 % (p/v) de
surfactante P20) de tampdén de funcionamiento y temperatura
de andlisis ajustada a 37 °C. Se inmovilizaron el ECD de
TfR humano y de Cynomologus diana en un chip CM4 (Cytiva
P/N 29104989) usando el acoplamiento de amina de NHS-EDC
estédndar. Las proteinas de unidén a TfR se prepararon a una

concentracién final de 0,3, ©O0,1, 0,033, 0,01, 0,0033,
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0,001, 0,00033, 10,0001 puyM respectivamente mediante 1la
dilucién de la solucidén de reserva en el tampdédn de
funcionamiento.

El anédlisis de unidén se realizdé en una manera
cinética de multiples ciclos. Cada ciclo de analisis
consiste en (1) inyeccidén de las proteinas de concentraciédn
méds bajas a mas altas sobre todas las Fc a 50 pl/min
durante 140 segundos seguido de retorno a flujo de tampdn
durante 400 segundos para monitorear la fase de
disociacidén; (2) la regeneracidédn de superficies de chips
con 1inyeccidén de cloruro de magnesio 3M, durante 30
segundos a 100 pl/min sobre todas las células; y (3) el
equilibrio de superficies de chips con una inyeccidén de
50 pl (30 s) de HBS-EP+. Los datos se procesaron usando
doble referencia esténdar y se ajustaron a un modelo de
enlace de 2 estados usando el software de evaluacién
Biacore 8K, para determinar la tasa de asociacidén (kon,
unidades M-1s-1l), la tasa de disociacidén (kors, unidades s-
1) v Rmsx. (unidades RU). La constante de disociacidén de
equilibrio (Kp) se calcula a partir de la relacidén Kp =
kofe/kon, y estd en unidades molares. Los resultados se

proporcionan en la Tabla 14B.
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Tabla 14B. Afinidad de unidén de proteinas de unidén a TfR

humano ilustrativas a TfR humano o de Cynomolgus a 37

°C

Proteinas Kp de TfR Error Kp de TfR de Error
de unidén a humana estandar de Cyno esténdar de
TfR humanos (Biacore, la media, Kp (Biacore, la media, Kp
(TBP) nM) de TfR nM) de TfR de
a 37 °C humano a 37 °C Cyno
(Biacore, (Biacore,
nM) nM)
n=3 n=3
TBP3 0,005 0,001 0,254 0,041
TBP12 0,426 0,007 6,786 0,083
TBP4 2,030 0,771 6,935 1,222
TBP13 32,087 11,795 66,565 11,695
TBP2 0,169 0,037 0,162 0,075
TBP11 5,318 0,030 22,507 3,970
TBP1 0,966 0,536 >1000 1135,141
TBP6 2,246 1,191 92,541 12,818
TBPS 4,246 1,085 156,268 25,216
TBP7 0,838 0,420 3,539 0,938
TBP10 72,262 3,927 91,395 18,061
TBP14 153,642 7,949 300,180 2,565
TBP15 0,522 0,284 502,210 8,129
ARNip de
TBP14-MAPT
(ARNbc num. 258,042 87,834 448,154 16,578
38 en la
Tabla 11b)
ARNip de
TBP14-SNCA
(ARNbc num. 541,002 22,259 >1000 376,948
10 en la
Tabla 11la)
ARNip de
TBP15-MAPT
(ARNbc num. 212,593 19,286 199,114 99,147
39 en la
Tabla 11b)

Mapeo de epitopos por espectrometria de masas de

intercambio de hidrdégeno y deuterio (HDX-MS)

Se realizd el intercambio de hidrdégeno-deuterio

acoplado con espectrometria de masas (HDX-MS, por sus siglas
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en 1inglés) para determinar ddénde se unen las proteinas de
unién a TfR ilustrativas al dominio extracelular TfR humano
(TfR-ECD, por sus siglas en inglés).

Se realizdé la identificacidén de péptidos para
TfR-ECD humano en un instrumento Waters Synapt G2Si (Waters
Corporation) usando 5 pg de proteina TfR-ECD humana en
intercambio de cero (dilucidén 1:10 en solucidn salina
tamponada con fosfato 0,1 X en H20) usando nepentesina II
(Nep II) para la digestidén, seguida del tratamiento con
PNGasaDj en linea. El espectrdémetro de masas se configurd
en HDMSe (modo ESI+ de movilidad) wusando un rango de
adquisicién de masas de m/z 255,00-1950,00 con un tiempo
de escaneo de 0,4 s. Los datos se procesaron usando PLGS
2.3.02 (Waters Corporation). Para los experimentos de
intercambio, se prepardé el complejo de proteina TfR-ECD
humana con proteina de unién a TfR individual en la relaciédn
molar de 1:1,2 en tampdn de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4
que contenia NaCl 150 mM (tampdn 1xPBS). El experimento se
inicidé afladiendo 25 pl de tampdén D20 que contenia 0,1x de
PBS a 2,5 pl de TfR-ECD (0,9 mg/ml) o TfR-ECD + complejo
proteico a 15 °C durante varios periodos de tiempo (0 s,
10 s, 2 min, 10 min y 60 min) usando un sistema de
preparacidén de muestras TECAN personalizado (Espada et al.
2019, J Am Soc Mass Spectrom. 2019 Dic;30(12):2580-2583).
La reaccidén se inactivd usando un volumen igual de 0,32 M

de TCEP, 3 M de HCI1l guanidina, 0,1 M de fosfato con pH 2,5
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durante dos minutos a 4 °C y se congeld inmediatamente a —
70 °C. El sistema de inyeccién de muestras estaba compuesto
por un robot UR3, un automuestreador PAL3 HDX de LEAP, vy
un sistema de HPLC interconectado con un Waters Synapt G2Si
(Waters Corporation), con modificacién como se describid
(Espada et al., 2019, J Am Soc Mass Spectrom. 2019
Dic;30(12):2580-2583.). Las fases méviles de LC
consistieron en agua (A) y acetonitrilo (B), cada una con
un 0,2 % de acido férmico. Cada muestra se descongeld usando
50 pl de 1,5 M de HC1l guanidina, 0,1 M de fosfato con pH
2,5, durante 1 minuto y se inyectd en una columna Nep II
para digestién a 4 °C con fase mdévil A a una velocidad de
flujo de 250 pl/min durante 2,5 minutos. Los péptidos
resultantes se atraparon en una precolumna Waters BEH
Vanguard a 4 °C, y se separaron cromatograficamente usando
una columna analitica Waters Acquity UPLC BEH Cl18 a 4 °C
con una velocidad de flujo de 200 pl/min y un gradiente de
3 % —85 % de fase m6évil B durante 7 minutos y se dirigieron
a un espectrémetro de masas para el andlisis de masas. El
Synapt G2Si se calibré con Glu-fibrinopéptido (Waters
Corporation) antes de su uso. Los espectros de masas se
adquirieron en el rango m/z de 255 a 1950 en modo HDMS, con
la masa de blogqueo m/z de 556,2771 (Leucine Enkephalin,
Waters Corporation). La incorporacidén relativa de deuterio
para cada péptido se determind procesando los datos de MS

para muestras deuteradas junto con el control no deuterado
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usando la lista de péptidos identificados en DynamX 3.0
(Waters Corporation). Los estados libres y unidos de TfR-
ECD humano se compararon ©para las diferencias de
incorporaciédn de deuterio para identificar regiones
protegidas indicativas del epitopo de unidén. La cobertura
general de secuencia para TFR ECD humano fue de 90,4 %.
Para la proteina 1 de unidén a TfR humano (TBP1),
se observd la disminucidén en la captacidén de deuterio tras
la unién a TfR-ECD humano en los residuos 346-364
FGNMEGDCPSDWKTDSTCR (sec. con nUm. de ident.: 119), lo que
apunta a la regidén del epitopo probable. Para la proteina
13 de unidén a TfR humano (TBP13), se observd la disminuciodn
en la captacién de deuterio tras la unidén a TfR-ECD humano
en los residuos 243-247 (FEDLY) (sec. con num. de ident.:
162) y 345-364 (LFGNMEEGDCPSDWKTDSTCR) (sec. con num. de
ident.: 163), lo gue apunta a la regidn del epitopo probable.
Para la proteina 10 de unidén a TfR humano (TBP10), se observd
la disminucidén en la captacidédn de deuterio tras la unidn a
TfR-ECD humano en los residuos 243-247 (FEDLY) (sec. con
nim. de ident.: 162), 259-263 (AGKIT) (sec. con num. de
ident.: 164), y 532-538 (VEKLTLD (sec. con num. de ident.:

165), lo gue apunta a la regidén del epitopo probable.
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Ejemplo 2: Sintesis y caracterizacidén de ARNbc que se

dirige a SNCA (p. ej., ARNip)

Las cadenas independientes (codificante vy no
codificante) de los duplex de ARNbc se sintetizaron en un
soporte sdélido a través de un MerMade™ 12 (LGC Biosearch
Technologies). Las secuencias de las cadenas sentido vy
antisentido se muestran en la Tabla 11. Las cadenas
codificantes se sintetizaron usando ftalamido amino C6 lcaa
CPG 500 A (Chemgenes) , mientras que las cadenas no
codificantes usaron soporte estandar (LGC  Biosearch
Technologies). Los oligonucledétidos se sintetizaron mediante
quimica de fosforamidita en escalas de 5, 10 o 50 pmol.

Se usaron reactivos estandar en la sintesis de
oligonucleétidos (Tabla 16), donde se usd 0,1 M de hidruro
de xantano en piridina como reactivo de sulfuracidén y se
usé DEA al 20 % en ACN como lavado auxiliar después de la
sintesis. Todos los mondémeros (Tabla 17) se prepararon a
0,1 M en ACN y contenian una bolsa con tamices moleculares.

Los oligonucledtidos se escindieron %
desprotegieron (C/D) a 45 °C durante 20 horas. Las cadenas
codificantes eran C/D de CPG usando 50 % frio (28-30 % de
metilamina/hidréxido de amoniaco) a temperatura ambiente
durante 3 h, mientras que se usd DEA al 3 % en hidréxido de
amoniaco (28-30 %, frio) para las cadenas no codificantes.

C/D se determind completa mediante IP-RP LCMS cuando los
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datos de masa resultantes confirmaron la identidad de 1la
secuencia. Segun la escala, el CPG se filtrdé a través de un
filtro sin jeringa de PVDF de 0,45 um, filtracidén al wvacio
Steriflip® de PVDF de 0,22 um o liberacidn répida Stericup®
de PVDF de 0,22 um. E1 CPG se volvidé a lavar/enjuagar con
EtOH al 30 %/agua libre de ARNasa después se filtrd a través
del mismo dispositivo de filtracidén y se combind con el
primer filtrado. Esto se repitidé dos veces. Después, el
material se dividié uniformemente en tubos Falcon de 50 ml
para eliminar los compuestos orgadnicos a través de Genevac™.
Después de la concentracidén, los oligonucledtidos crudos se
diluyeron nuevamente a la escala sintetizada con agua libre
de ARNasa y se filtraron con un filtro sin jeringa de PVDF
de 0,45 pm, filtracidén al wvacio Steriflip® de PVDF de
0,22 pm o Stericup® de liberacidén rapida de PVDF de 0,22 um.
Los oligonucledtidos crudos se purificaron
mediante el sistema de purificacidén AKTA™ Pure usando
intercambio anidbénico (AEX, por sus siglas en inglés). Para
AEX, una columna ES Industry Source™ 15Q gue mantiene la
temperatura de la columna a 65 °C con MPA: 20 mM de NaH;POu,
ACN al 15 %, pH 7,4 yv MPB: 20 mM de NaH,PO4, 1 M de NaBr, ACN
al 15 %, pH 7,4. Se combinaron las fracciones que contenian
una pureza de masa superior al 85 % sin impurezas > 5 %.
Los oligonucledtidos purificados se
desalinizaron usando tubos de centrifugacién de 3K MWCO de

15 ml a 3500xg durante ~30 min. Los oligonucledétidos se
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enjuagaron con agua libre de ARNasa hasta que 1la

conductividad del eluyente alcanzd < 100 usemi/cm. Después
se afladieron 2-3 ml de

de completar la desalinizacidn,

agua libre de ARNasa, después se aspird 10x, la retencidn

se transfiridé a un tubo falcon de 50 ml, esto se repitid
hasta completar la transferencia de oligo al medir 1la
concentracidédn del compuesto en el filtro a través de

nanodrop. Después, el oligonucledétido final se nanofiltrd

2x mediante tubos de centrifugacidén de 100K MWCO de 15 ml

a 3500xg durante 2 min.

oligonucledétidos desalinizados finales

Se analizdé la concentracidédn de los

(nanodrop en A260),

caracterizada por IP-RP LC/MS para pureza de masa

15) y UPLC para pureza UV.
Tabla 15: Datos de LC/MS ilustrativos
Nam. de Cadena MW cal. MW obs.
ARNbc (g/mol) (g/mol)
S: sec. con num. de ident.: 93 7138,86 7139,0
8 AS: sec. con num. de 7825,19 7826, 3
ident.: 94
S: sec. con num. de ident.: 95 7150, 9 7151,5
9 AS: sec. con num. de 7813,15 7813,7
ident.: 96
S: sec. con num. de ident.: 95 7150, 89 7151,5
10 ,
AS: sec. con num. de
ident.: 97 7813,15 7813,14
S: sec. con num. de ident.: 95 7150,89 7151,5
11 ,
AS: sec. con num. de
ident.: 98 7801,11 7813, 8
S: sec. con num. de ident.: 99 7318, 95 7319, 2
12 AS: sec. con nam. de 7825,19 7826, 3
ident.: 94
13 S: sec. con num. de 7162,88 7163, 3
ident.: 100
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AS: sec.

con num.

de

ident.: 101 7802,15 7802,1
S: sec. con num. de 7084, 8 7085, 4
ident.: 102
14
?Zéni?f'lggn nam. de 7772,12 7772, 6
S: sec. con num. de 7329,03 7329,3
ident.: 104
15
AS: sec. con num. de 7557,91 7557,91
ident.: 105
S: sec. con num. de 7329,03 7329,3
ident.: 106
16
?zéni?f'lggn num. - de 7795,16 7795, 6
S: sec. con num. de 7264,9 7265, 3
ident.: 108
17
AS: sec. con num. de 7795, 16 7795, 6
ident.: 107
S: sec. con num. de 7022,83 7024
ident.: 117
18
?iénie?'ggon num. - de 7813,15 7813,14
S: sec. con num. de 7010, 8 7011, 3
ident.: 118
19
?iénie?‘gson nam. de 7813,15 7813,14
S: sec. con num. de 6955, 67 6956, 6
ident.: 141
24
AS: sec. con num. de 7813,15 7813,7
ident.: 96
S: sec. con num. de 6955, 67 6956, 6
ident.: 141
25
?iénie?‘gson nam. de 7813, 15 7813,14
féeiif; igg nam.  de 7337, 06 7338, 1
35
?zéni?f‘lzgn nom. - de 7518, 87 7519, 7
S: sec. con num. de
ident.: 130 7L 7178
37
?Z;ni?f‘lgin nom. - de 7677, 98 7678, 8
féeiif; i;; nam.  de 7349, 09 7348, 5
38
?Zéni??‘lggn nom. - de 7506, 84 7507, 4
iéeiiC: 522 nam. de 7229, 96 7230, 5
39
?iénie?'lggn nam. de 7749,1 7748, 2
S: sec. con num. de
40 ident.: 136 7189 7188, 4
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AS: sec. con num. de
ident . 137 7665, 95 7667,2
Tabla 16 - Reactivos para la sintesis de oligonucledtidos

Reactivos

Solucidén activadora (ETT 0,5 M en ACN)

Cierre A (anhidrido acético, piridina en THF, 1:1:8)

Cierre B (l-metilimidazol en THF, 16:84)

Solucién de oxidacidén (yodo 0,02 M en THF/piridina/agua, 70:20:10)

Solucidén de desbloqueo, TCA al 3 % en DCM (p/v)

Acetonitrilo (Anhydrosolv, max. agua 10 ppm)

Hidruro de xantano (0,1 M en piridina)

)

Dietilamina (20 % en acetonitrilo)

Tabla 17 - Fosforamiditas

Fosforamidita Abreviatura Proveedor Nam. de CAS
catalogo

DMT-2'-FA (Bz) -CE fA Hongene PD1-001 136834-22-5
Fosfoamidita

DMT-2'-F-C (Ac) -CE fC Hongene PD3-001 159414-99-0
Fosfoamidita

DMT-2'-FG (iBu) -CE fG Hongene PD2-002 144089-97-4
Fosfoamidita

DMT-2'-F-U-CE fu Hongene PD5-001 146954-75-8
Fosfoamidita

DMT-2"'-0-Me-A (Bz) -CE mA Hongene PR1-001 110782-31-5
Fosfoamidita

DMT-2"'-0-Me-C (Ac) -CE mC Hongene PR3-001 199593-09-4
Fosfoamidita

DMT-2"'-0-Me-G (iBu) -CE |mG Hongene PR2-002 150780-67-9
Fosfoamidita

DMT-2'-0-Me-U-CE mU Hongene PR5-001 110764-79-9
Fosfoamidita
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5'bis (POM) vinil POM-VPmU Hongene PR5-032 BVPMUP23B2A1
fosfato-2'-Ome-U3'CE

fosforoamidita

Fosforoamidita abésica |iAb Chemgenes ANP-1422 401813-16-9
inversa

Fosforoamidita abasica |Aba Chemgenes ANP-7058 129821-76-7

Ejemplo 3: Generacidédn de conjugados de proteinas de unidn

a TfR conjugados de ARNDbc

Ciertas abreviaturas se definen de la siguiente
manera: “ACN” se refiere a acetonitrilo; “aAEX” se refiere
a 1intercambio anidnico analitico; “AS” se refiere a una
cadena no codificante; “DAR” se refiere a la relacidn de
fdrmaco/ARNip a anticuerpo/proteina; “DCM” se refiere a
diclorometano; “DHAA” se refiere a &cido deshidroascdrbico;
“DIEA” se refiere a N,N-diisopropiletilamina; “DMFE” se
refiere a dimetilformamida; “ARNbc” se refiere a acido
ribonucleico bicatenario; “DTT” se refiere a ditiotreitol;
“EtOAc” se refiere a acetato de etilo; “FEP” se refiere a
etileno propileno fluorado; “FMI” se refiere a Fluid
Metering Inc; “h” se refiere a horas; “HATU” se refiere a
hexafluorofosfato de azabenzotriazol tetrametil wuranio;
“HPLC” se vrefiere a cromatografia liquida de alto
rendimiento; “LC/MS” se refiere a espectrometria de masas-
cromatografia liquida; “LTQ/MS” se refiere a un

G 19

espectrémetro de masas de trampa de iones lineales; “min

se refiere a minutos; “MTBE” se refiere a metil terc-butil
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éter; “MW” se refiere al peso molecular; “NHS” se refiere a
N-hidroxisuccinimida; “OD” se refiere a la densidad éptica;
“PBS” solucidén salina tamponada con fosfato; “PEG” se
refiere a polietilenglicol; “rpm” se refiere a revoluciones
por minuto; “SEC” se refiere a cromatografia de exclusidn
por tamafio; “ARNip” se refiere a un ARN de interferencia
pequerio; “sMcc” se refiere a succinimidil-4- (N-
maleimidometil)ciclohexano-1l-carboxilato; “SS” se refiere a
una cadena codificante; “TCO” se refiere a transcicloocteno;
“TEA” se refiere a trietilamina; “TFA” se refiere a acido
trifluorocacético; “TfR” se refiere al receptor de
transferrina; “THF” se refiere a tetrahidrofurano; “TRIS” se
refiere a tris(hidroximetil)aminometano; y “UV” se refiere

a ultravioleta.

Esquema 1

_ Tt
ofgp§o 0PN\~ =0
H H Etapa B HN

SR ) oo

N o
o/\/o\/\o/\/o\/\o
3

hS
)v
)Y—

—
(]

El Esquema 1, etapa A representa el acoplamiento
del compuesto (1) y la furan-2,5-diona en un disolvente tal

como &cido acético seguido del tratamiento con anhidrido
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acético y acetato de sodio en un disolvente tal como el
tolueno para dar el compuesto (2). La etapa B muestra la
desproteccidn acida del compuesto (2) con un acido tal como
TFA en un disolvente adecuado tal como DCM seguido de un
acoplamiento de amida con metiltetrazina-PEG4-acido usando
un reactivo de acoplamiento de amida tal como HATU con una
base apropiada tal como N,N-diisopropil amina en un sistema
disolvente tal como DMF y THF para obtener el compuesto
(3) . Un experto en la técnica reconocerd que se puede usar
una variedad de <reactivos de acoplamiento, bases vy

disolventes para realizar un acoplamiento de amida.

Esquema 2
O H H OI,' H 01, O OY 0/
3 Etapa A Etapa B o ]
B —— + —_— N-
H H o "H
4 5 6 7

El esquema 2, etapa A representa la transformacidn
de un compuesto de cis-olefina (4) a los compuestos de olefina
trans (5) y (6) mediante el uso de un aparato de flujo de
bucle cerrado usando irradiacidén y captura en una columna de
nitrato de plata absorbida sobre gel de silice. La etapa B
muestra la reaccidédn del compuesto (5) con carbonato de N,N'-
disuccinimidilo usando una base adecuada tal como TEA en un

disolvente tal como ACN para obtener el compuesto (7).
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Esquema 3

o
0
Ny 8 ></NH N N
s 2  EtapaA S, N
Cy o e oy XA L)
= HCI _ o 5

8 9

El Esquema 3, etapa A representa una reaccidn en
un recipiente del compuesto (8) con anhidrido glutéarico
usando una base apropiada tal como DIEA en un disolvente
tal como THF seguido de un acoplamiento de amida con N-
hidroxisuccinimida usando un reactivo de acoplamiento
apropiado tal como clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida con una base
apropiada tal como 4-dimetilaminopiridina para obtener el
compuesto (9). Un experto en la técnica reconocerd que se
puede usar una variedad de reactivos de acoplamiento, bases

y disolventes para realizar un acoplamiento de amida.

Esquema 4

O,
0, N

NH, ﬁ:} N

N
(f Kf A
(o]
N Ftapa A (r Etapa B N

e )
Noj< [j N d

N N
Ak 1 o
0™ o /\/o\/\o/\/o\/\o

10 11 12
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El Esquema 4, etapa A representa el acoplamiento
del compuesto (10) y la furan-2,5-diona en un disolvente
tal como &cido acético seguido del tratamiento con TEA en
un disolvente tal como el tolueno para obtener el compuesto
(11). La etapa B representa la conversién del compuesto
(11) al compuesto (12) de una manera esencialmente anadloga

al esquema 1, etapa B.

Preparacién 1

4-[2-(2,5-dioxopirrol-1-il)etilo]piperazina-l-carboxilato

de terc-butilo

Se disolvid 4- (2-aminoetil)piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo (3,00 g, 13,1 mmol) en &cido
acético (6 ml). Se afiadidé furan-2,5-diona (1,28 g, 13,1 mmol)
y se agitd a temperatura ambiente durante 7 horas. Después,
la mezcla se almacendé en un refrigerador durante 18 horas.
Se eliminé la mayor parte del &cido acético al vacio a 50 °C.
Se afiadidé anhidrido acético (10 ml, 106 mmol) y acetato de
sodio (1,6 g, 20 mmol) y después se calentd a 80 °C durante

2 horas. Se afiadié tolueno y se elimindé la mayor parte del
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anhidrido acético al vacio. La mezcla se llevd a cloruro de
amonio acuoso saturado (60 ml) y se extrajo con DCM (3 x
50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al
vacio para obtener el producto crudo como un aceite oscuro.
Se purificé mediante cromatografia con gel de silice eluyendo
con EtOAc/hexano, obteniéndose el compuesto del titulo

(2,1 g, 52 %). LC/MS m/z 310,3 (M+H).

Preparacién 2

4-[3-(2,5-dioxopirrol-1-il)propil]piperazina-1-

carboxilato de terc-butilo

Se afiadidé furan-2,5-diona (789 mg, 7,97 mmol) a
una solucién de 4-(3-aminopropil)piperazina-l-carboxilato
de terc-butilo (2,00 g, 7,97 mmol) en &Acido acético (8 mL,
140 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 12 horas y después se concentrd al wvacio para
obtener el intermediario crudo (Z2)-4-[3-(4-terc-
butoxicarbonilpiperazin-1-il)propilamino]-4-oxo-but-2-

acido enoico (2,72 g, 7,97 mmol) gque después se disolvid
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en tolueno (80 ml). Se afladieron TEA (5,6 ml, 40 mmol) vy
tamices moleculares de 4 A (8,8 g). El matraz estaba
equipado con una trampa Dean-Stark y la mezcla se calentd
a 120 °C durante 48 horas. Después de enfriar a temperatura
ambiente, los s6lidos se eliminaron por filtracidén y se
lavaron con DCM (40 ml). Los volatiles se eliminaron a
presidédn reducida para dar un residuo que se secd al vacio.
El residuo espeso se purificdé mediante cromatografia de
fase normal eluyendo con (MeOH/MTBE al 10 %)/DCM para
obtener el compuesto del titulo como un polvo amarillo,

escamoso (353 mg, 13,7 %). LC/MS m/z 324 (M+H).

Preparacién 3

1-[2-[4-[3-[2-[2-[2-[2-[4-(6-metilo-1,2,4,5-tetrazina-3-

il) fenoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]propanoil]piperazina-1-

il]Jetil]pirrol-2,5-diona

OJ\:\A\O
N
)
: ey
O)\L N
o/\/o\/\o/\/o\/\o
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Se disolvid 4-[2-(2,5-dioxopirrol-1-
il)etilo]lpiperazina-l-carboxilato de terc-butilo (150 mg,
0,485 mmol) en DCM (2 ml). Se afiadié TFA (1 ml, 13 mmol) vy
se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Se concentrd
al vacio y se secd adicionalmente a alto vacio durante 18
horas para obtener el trifluoroacetato de 1-(2-piperazin-
l-iletil)pirrol-2,5-diona intermediario. Este material y el
acido metiltetrazina-PEG4 (130 mg, 0,283 mmol) se
disolvieron en DMF (2,0 ml) y THF (2 ml). Después se afiadio
HATU (380 mg, 0,969 mmol) seguido de N,N-diisopropilamina
(0,45 ml, 2,6 mmol). Se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se diluyé con DCM (50 ml) y se lavd con
cloruro de amonio acuoso saturado (30 ml). La capa organica
se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se
concentrd al vacio para proporcionar el producto crudo como
un sé6lido rojo. Se purificd mediante cromatografia con gel
de silice eluyendo con MeOH/EtOAc al 0-20 %, obteniéndose
el compuesto del titulo como un sélido rojo (150 mg, 49 %).

LC/MS m/z 628,6 (M+H).

Preparaciébén 4

1-[3-[4-[3-[2-[2-[2-[2-[4-(6-metilo-1,2,4,5-tetrazina-3-

il) fenoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]propanoil]piperazina-1-

il]lpropil]pirrol-2,5-diona
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El compuesto del titulo se prepard usando 4-[3-
(2,5-dioxopirrol-1-il)propil]lpiperazina-l-carboxilato de
5 terc-butilo de una manera esencialmente andloga a los métodos

encontrados en la Preparacién 3. LC/MS m/z 642 (M+H).

Preparacién 5

10 (1R, 4E) -ciclooct-4-en-1-0l1 (axial) y (1R,4E)-ciclooct-4-

en-1-o0l (ecuatorial)

HO, HO,
H H
15 Se ensambld un aparato de flujo de bucle cerrado

que permitidé la irradiacidédn de una solucidn de cis-olefina
y el ciclo de dicha solucidén a través de un cartucho de gel

de silice absorbido con nitrato de plata. Solo la trans-
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olefina se retiene en el gel de silice, por lo tanto, la
olefina cis se recicla nuevamente a la etapa de irradiacién.

Equipo: (A) Lampara UV (Pen-Ray 099912-1, 254 nM),
fuente de alimentacidén 99-0055-01 Corriente de lampara 18
mA/AC. Segun la descripcidén del fabricante, esta lampara
produce entre 4400 y 4750 microvatios/cm”2 de intensidad a
0,75" para una luz de 254 nM. (B) Bomba FMI ajustada a
10 mL/min que extrae la mezcla de reaccidn de un matraz de
fondo redondo Pyrex® (250 mL). Esto se conectd a un tubo FEP
de 1/16” que se envolvidé alrededor de un dedo frio (bucle
total de 7 ml, enfriamiento con aire). La lampara UV se
colocd en el centro del dedo frio para irradiar la muestra
con enfriamiento con aire. Después de la irradiacién, el
tubo de muestra continudé en un ISCO SLM que contenia 25 g
de gel de silice impregnado con nitrato de plata (ver Fox,
et. al., Angewandte Chemie, International Edition Engl 2009,
48 (38), 7013-7016; Synthesis 2018, 50, 4875).

Se realizaron las siguientes etapas. Se
depositaron 25 g de nitrato de plata impregnado con gel de
silice en la parte superior en un cartucho de gel de silice
de 50 g, se cubrieron con papel de aluminio vy se
acondicionaron bombeando la mezcla de disolventes de
hexanos/dietil éter 1:1 durante 1 h. Se mezcld (4Z)-ciclooct-
4-en-1-0l; racémico en la posicién de hidroxilo (2,00 g,
15,8 mmol) y benzoato de metilo (2,0 mL, 16 mmol) en n-hexano

(220 mL) y dietil éter (220 mL), se encendid la lampara UV y
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se hizo circular la solucidén a través de la bobina alrededor
del dedo frio a través del cartucho de gel de silice/nitrato
de plata y nuevamente a través del sistema a un caudal de
10 mL/min durante 96 h. Se lavd el cartucho de silice con
EtOAc (200 mL) y se secd con aire. Se desechd el filtrado.
Se enjuagd el cartucho de silice seco con NH4OH concentrado
(150 ml) seguido de DCM (150 ml). Se separaron las capas y
se extrajo la capa acuosa con DCM (2 x 50 ml). Se lavaron
las capas organicas combinadas con cloruro de sodio acuoso
saturado, se secaron sobre MgSQOg, se filtraron vy se
concentraron a presidén reducida. Se purificd mediante
cromatografia en gel de silice eluyendo con MTBE/hexano al
0-45 % para proporcionar los dos productos como liquidos
transparentes. Axial - (1R,4E)-ciclooct-4-en-1-0l1 (569,8 mg,
28,5 %). 'H NMR (CDCls3) 5,63-5,55 (m, 1H), 5,44-5,36 (m, 1H),
3,50-3,45 (m, 1H), 2,39-2,32 (m, 3H), 2,00-1,94 (m, 4H),
1,73-1,66 (m, 3H). Ecuatorial - (1R,4E)-ciclooct-4-en-1-o0l
(673,6 mg, 33,7 %). 'H NMR (CDCls): 5,60-5,57 (m, 2H), 4,05
(dad, J= 5,3, 10,2 Hz, 1H), 2,44-2,37 (m, 1H), 2,29-2,22 (m,

2), 2,18-2,13 (m, 2H), 1,93-1,86 (m, 4H), 1,32-1,25 (m, 1H).

Preparacién 6

Carbonato de [ (1R, 4E)-ciclooct-4-en-1-il] (2,5-

dioxopirrolidin-1-i1l)
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Se afiadioé carbonato de N,N'-disuccinimidilo
(2,79 g, 10,3 mmol) en pequefilas porciones (~250-300 mg cada
adicidén, con cinco minutos de diferencia) a una mezcla de
1R, 4E)-ciclooct-4-en-1-0l1 (axial) (569 mg, 4,50 mmol) y TEA
(2,5 mL, 18 mmol) en ACN (25 mL). La mezcla se cubrid con
papel de aluminio vy se agitdé a temperatura ambiente durante
60 horas. Se elimindé el disolvente a presidén reducida para
dar un aceite que se repartidé entre agua (20 ml) y éter
dietilico (50 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa
se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 ml). Las capas
organicas se combinaron y se lavaron con cloruro de amonio
saturado, después con cloruro de sodio acuoso saturado, se
secaron sobre MgSOs4, se filtraron y se concentraron a presioén
reducida. Se usdé la cromatografia con gel de silice para
purificar y se eluyd con 0-60 $ de MTBE/hexanos, obteniéndose
el compuesto del titulo como un residuo incoloro que formd

un sélido blanco (732 mg, 61 %). LC/MS m/z 324 (M+H).

Preparacibén 7

(2,5-dioxopirrolidin-1-il) 4-[[2-metilo-2-(2-

piridildisulfanil)propilo]amino]-4-oxo-butanoato
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Se afiladieron juntos clorhidrato de 2-metil-2-(2-
piridildisulfanil)propan-l-amina (245 mg, 0,976 mmol),
anhidrido glutéarico (112 mg, 0,972 mmol) y DIEA (360 nL,
2,16 mmol) en THF (4 mL) y se calentaron a 45 °C durante
12 h con agitacién vigorosa. Después de este tiempo, 1la
mezcla se enfridé a temperatura ambiente y se afiadieron
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(224 mg, 1,17 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (25 mg,
0,20 mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente
durante 5 min antes de afiadir N-hidroxisuccinimida (126 mg,
1,07 mmol) de una sola vez con posterior agitacidn durante
36 horas. La mezcla se filtrd y el filtrado resultante se
depositd directamente en gel de silice (2 g). Se usd
cromatografia en gel de silice para purificar y eluir con
EtOAc/hexanos al 75 % para proporcionar el compuesto del
titulo como un residuo turbio claro (100,2 mg, 24 %). LC/MS

m/z 426 (M+H) (éster de NHS hidrolizado).

TCO-Funcionalizacidén de SNCA

En un conjunto de tubos Falcon™ de 4 x 50 mL, se

divididé por igual (10 mL cada uno) la cadena codificante del
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ARNbc de SNCA con una cadena de hexilamina unida en el
extremo 3' (SNCA SS-3C6A) (se calculd que la concentracién
de SS medida en OD/mL fue de 412,5 o0 2 mM, 120 mL, 0,24 mmol)

y el regulador de borato 20X (6 mL) y cada uno se tratd con

7,5 mL de una solucidén de carbonato de [ (1R,4E)-ciclooct-4-
en—-1-11] (2,5-dioxopirrolidin-1-1i1l) (1,65 g, 6,17 mmol)
disuelta en 1,4-dioxano (100 mL). Se mezcld a 25 °C a

600 rpm durante 30 min. El resto de la muestra de SS se
dividié y se hizo reaccionar de la misma manera para obtener
un total de 12 recipientes de muestra, cada uno con ~150 mg
de material de partida de SS cruda. El dioxano se elimind
colocando tubos Falcon™ en un evaporador Genevac. Las
soluciones acuosas restantes se combinaron y se filtraron
para eliminar cualquier sélido suspendido. Se purificd en
un sistema de cromatografia pura AKTA™ usando ACN al 13-45 %
en 50 mM de NaOAc (ac.) con una velocidad de flujo =
40 ml/min. Se combinaron las fracciones adecuadas vy se
eliminaron los compuestos organicos en un SpeedVac™ antes
de desalinizar y concentrar para obtener 214 ml, lo que

midié OD/ml de 127,3 que equivalen a 624 uM y un total de

973 mg. LTQ/MS m/z 7292; pureza UV de 99+ %.

Duplex TCO-SNCA

Las concentraciones de nanodrop para las
soluciones acuosas de cada cadena (promedio de 5x) se

midieron como SS = 624 pM y AS = 1094 uM. Se mezclaron

222



10

15

20

25

210 m1 de SS y 113,7 ml de AS, después se agitd a
temperatura ambiente durante 30 min. Se mididé la cantidad
de cadena residual de SS hasta que se completd y se requirid
afiadir 21,9 ml adicionales de AS. Los 345 ml resultantes
de la solucidén midieron (Nanodrop™ Lite, promedio de 6%,
dilucién de 20x) OD/ml de 159,5 que equivale a 421 pM y un

total de 2,19 g. LTQ/MS m/z 7291,7825; pureza de UV > 99 %.

SMCC-Funcionalizacidén de SNCA en ARNbc

Se afiadidé una solucidén recién preparada de (2,5-
dioxopirrolidin-1-il) 4-[(2,5-dioxopirrol-1-
il)metil]ciclohexancarboxilato (185 mg, 0,542 mmol) en THF
(50 mL) a SNCA SS-3C6A (44 mL, 0,0528 mmol; OD/mL de 250,4
o ~1200 pwyM (~8,8 mg/mL)) en regulador de fosfato 0,2 M
(44 mL). Se agitd vigorosamente durante 2 minutos y después
se agitd a temperatura ambiente a 900 rpm durante 2 horas
en total. El andlisis por LTQ mostrd una conversidén de
aproximadamente 94-95 %. Se acidificé a pH~4 con 20-30
gotas de HC1l 5N, y después se elimindé los orgédnicos en un
concentrador Genevac. Se desalinizé por filtracidn
centrifuga en un filtro giratorio de 3K (4 x 4000 rpm, 30
min) y se agruparon los retenidos. La medicidén OD de la
solucidén (promedio de 3 mediciones, dilucidén 10x) fue 266
equivalente a 1,3 mM y un total de 316 mg. El coeficiente

de extincidén fue de 204,12. LTQ/MS m/z 7358.
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Diplex SMCC-SNCA

Las concentraciones de nanodrop de soluciones
acuosas de cada cadena (promedio de 3x) se midieron como
SS = 1322 uyM y AS = 1108 pM. Se mezclaron 32 ml de SS vy
36,2 ml de AS y se agitaron durante 30 min a 30 °C. Se
mididé la cantidad de cadena residual de SS hasta que se
completd y se requirid afiadir 360 pl adicionales de AS.
Las endotoxinas se eliminaron al filtrar a través de un
filtro de 0,45 pM. Los 75 ml resultantes de solucidn
medidos (Nanodrop™ Lite, promedio de 5x, dilucién de 10x)
217 OD/ml equivalen a 575 pM y un total de 653 mg. LTQ/MS

m/z 7358,7825; pureza UV de 99+ %.

o\

GDM-Funcionalizacidédn de SNCA

En un tubo Falcon™ de 15 mL, se diluydé SNCA SS-
3C6A (se calculd que la concentracidn de SS medida en OD/mL
fue de 247,6 o 1,21 mM, 3 mL, 0,0036 mmol) con regulador
de borato 20x (0,3 mL) y agua (3 mL, 166,530 mmol) vy
después se afiadidé (2,5-dioxopirrolidin-1-il) 5-[[2-metil-
2-(2-piridildisulfanil)propil]lamino] -5-oxo-pentanocato
(3,6 mL, 0,75 M en dioxano). Se mezcldé a 200 rpm durante
1 h. Los productos orgéanicos se eliminaron con un
SpeedVac™, se desalinizaron y se concentraron tres veces
con agua, obteniéndose SNCA SS-3C6A-GDM con un rendimiento

total de 13,2 mL (OD/mL de 35,88, que equivale a 175,8 uM
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y un total de 17,3 mg). El coeficiente de extincidén fue
204,12. MS LTQ1l m/z 7449 (95+ % de pureza UV).

Se afladio clorhidrato de 2 tris(2-
carboxietil) fosfina (75 pL de solucién 100 mM en agua) a
SNCA SS-3C6A-GDM. Se agitd a 10 °C durante 4 horas y después
16 horas a temperatura ambiente. Se afiadidé clorhidrato de
tris (2-carboxietil) fosfina adicional (75 pL de solucidn
100 mM en agua) y se agitd durante 16 horas adicionales. Se
desalinizé por filtracidédn centrifuga en un filtro giratorio
de 3K (3 x 40 min, 4000 rpm) y se agruparon los retenidos
para proporcionar 10 ml. La medicién OD de 1la solucidn
(promedio de 4 mediciones, dilucidén 10x) fue 63,6 equivalente
a 311,4 uM y un total de 22,9 mg. El coeficiente de extincidn

fue de 204,12. LTQ/MS m/z 7340; pureza UV de 99+ %.

Etapa de hibridacién de GDM

Las concentraciones de nanodrop de las
soluciones acuosas de cada cadena (promedio de 4x) son SS
= 311,4 pM y AS = 431,3 uM. Se mezclaron 10 ml de SS vy
6,7 ml de AS con 5 ml de agua y se agitaron durante 30
min. Se mididé la cantidad de cadena residual de SS hasta
que se completd y se requirid afiadir 560 pl adicionales de
AS. Se concentrdé en un filtro de corte de MW de 3K (20
min), después se filtrd por rotacidén de 50k y se concentrd
aun mas a través de un filtro de 3K. Los 6 ml de solucidn

resultantes midieron (Nanodrop™ Lite, promedio de 5%,
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dilucidn de 20x) 181,62 OD/ml equivalen a 486 upM y un total
de 44,2 mg. LTQ/MS m/z 7340,7825; pureza UV de 99+ %.

La funcionalizacién y la hibridacidén del ARNbc
de MAPT se pueden realizar de la misma manera que el ARNbc

de SNCA descrito anteriormente.

Conjugacidén de ARNbc con proteinas de unidén a TfR

Se wusaron residuos de aminoadcidos de cisteina
nativos o disefiados por ingenieria especificos del sitio en
las proteinas de unidén a TfR para conjugar el ARNbc. Las
citocinas se pueden disefiar por ingenieria en la secuencia
de amincédcidos primaria de las proteinas de unidén a TfR. E1
enfoque de introducir <cisteinas como medio para la
conjugacién se ha descrito en WO 2018/232088, que se
incorpora como referencia en su totalidad y se incorpora
especificamente en relacidén con la conjugacidén mediante
residuos de cisteina. Para la conjugacién de cisteina
disefiada por ingenieria, las proteinas de unidén a TfR se
redujeron primero con 40 equivalentes molares del agente
reductor ditiotreitol (DTT) a 37 °C durante dos horas,
seguido de desalinizacidén para eliminar el agente reductor
mediante didlisis o columnas de desalinizacidén. A esto le
sigue la reoxidacidén de la proteina de unidén a TEfR para
reformar los disulfuros estructurales con una incubacidén de
acido dehidroascérbico (DHAA, por sus siglas en 1inglés)

equivalente a 10 molar a temperatura ambiente durante dos
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horas. Se realizdé una desalinizacidédn de seguimiento para
eliminar el agente oxidante.
La conjugacién del ARNbc en proteinas de unidén a

TfR se realizd usando los siguientes métodos.

Esquema 1 de conjugacidn

En el primer método, se conjugd un enlazador
bifuncional de maleimida-metiltetrazina con la cisteina
disefiada por ingenieria de las proteinas de unidén a TfR a pH
neutro mediante la adicidén del enlazador a la proteina de
unién a TfR a 20 equivalentes molares e incubacién a
temperatura ambiente durante 1 h. A continuacién, se realizd
una etapa de desalinizacidén para eliminar el exceso de
enlazador. Después, se afiadié ARNbc funcionalizado con
transcicloocteno (TCO, por sus siglas en inglés) sobre el
enlazador de proteinas a 4 equivalentes molares para la

conjugacién durante la noche a 4 °C.

Etapa la: conjugacidén de proteina de unidén a TfR con

enlazador de maleimida-metiltetrazina
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Etapa 1b: conjugacidn de proteina de unidén a TfR con

apertura de anillo del enlazador de maleimida-

5 metiltetrazina
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Etapa 2a: conjugacidén de ARNbc con intermedio proteina-

10 enlazador
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Esquema 2 de conjugacioén

En el segundo método de conjugacidén se utilizd
el ARNbc funcionalizado con SMCC para conjugar con la
cisteina disefiada por ingenieria de las proteinas de unidn
a TfR. Para este método, la proteina de unién a TfR se

prepard similarmente a la anterior para que el tiol
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disefiado por ingenieria estuviera disponible para la
conjugacién al experimentar un proceso de reduccidén vy
oxidacién de las proteinas de unién a TfR. A esto le sigue
la incubacidén del ARNbc de SMCC con las proteinas de unidn
a TfR a 4 equivalentes molares para la conjugacidédn durante
la noche a 4 °C.

Opcionalmente, después de la conjugacidn, se
puede realizar una etapa de hidrdlisis de maleimida para
asegurar la carga del enlazador en la etapa terminal vy
evitar la desconjugacidén durante la circulacién del cuerpo
humano mediante la adicidén retro-Michael. Este proceso de
hidrélisis del anillo de succinimida se realizbé elevando
el pH del conjugado a 9,0 usando 50 mM de arginina (se uso
la solucidén de reserva de 0,7M de arginina, pH 9,0) e
incubando la solucién a 37 °C durante 20 horas. El estado
de hidrdélisis de la maleimida se confirmé mediante 1la
caracterizacién por LCMS de +18Da que se produce por la

adicién de agua al anillo de succinimida.

Etapa la: conjugacidén de proteina de unidén a TfR con

enlazador de SMCC
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Etapa 1lb: conjugacidén de proteina de unidén a TfR con

apertura de anillo de enlazador de SMCC
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Esquema 3 de conjugacidn

El tercer método de conjugacidén utilizd el ARNDbc
funcionalizado con GDM para conjugar con la cisteina
disefiada por ingenieria de la proteina de unidén a TER

mediante el enlace disulfuro. Para este método, la proteina
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de unidén a TfR se prepard similarmente a la anterior para
hacer que el tiol disefiado por ingenieria estuviera
disponible para la conjugacidén mediante el proceso de
reduccidén y oxidacidédn de la proteina de wunidén a T£fR.
Después, se afiadié ditiobis(5-nitropiridina) como 20
equivalentes molares a la proteina para generar el
intermediario antes de la conjugacidn del ARNbc. El exceso
de ditiobis (5-nitropiridina) se elimind por desalinizaciédn.
En una segunda etapa, se afiadidé ARNbc funcionalizado con
GDM al intermediario de proteina en 4 equivalentes molares.
El ditiobis (5-nitropiridina) acttia como un grupo saliente

en esta reaccidén y se reemplaza por el GDM-ARNDbc.

Etapa 1: conjugacidén de proteina de unidén a TfR con

ditiobis (5-nitropiridina) para la generacibébn del intermedio

Etapa 2: conjugacién de ARNbc con ARNbc funcionalizado

con GDM
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La conjugacidén se monitored usando cromatografia
de intercambio anidénico analitico. Se utilizd una columna de
HPLC ProPac™ SAX-10 HPLC, particulas de 10 pm, 4 mm de
didmetro, 250 mm de longitud con el siguiente método.
Velocidad de flujo de 1 ml/min, tampdén A: 20 mM de TRIS pH
7,0, tampén B: 20 mM de TRIS pH 7,0 + 1,5 M de NaCl, a 30 °C.

Tabla 18A: Gradiente de HPLC usado para evaluar la

conjugacién de ARNbc con la proteina de unidén a TfR TBP10

y TBP11

Tiempo A [%] B [%]

[min]
0,00 90,0 10,0
16,00 20,0 80,0
17,00 20,0 80,0
17,20 0,0 100,0
18,00 0,0 100,0
18,20 90,0 10,0
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Tabla 18B: Gradiente de HPLC usado para evaluar la

conjugacién de ARNbc con la proteina de unidén a TfR TBP14

Tiempo A [%] B [%]
[min]

0,00 85,0 15,0

8,00 0,0 100,0

9,00 0,0 100,0

9,10 85,0 15,0

10,00 85,0 15,0

Se calculd la relacién de farmaco/ARNip a
anticuerpo/proteina (DAR) en funcidén del % del area pico del
cromatograma de intercambio anidnico analitico (aAEX). En la
Figura 1A se muestra un ejemplo ilustrativo de un
cromatograma del conjugado TBP11-ARNbc antes de la
purificacién. La Figura 1C muestra un cromatograma de aAEX
ilustrativo del perfil DAR para el conjugado TBP15-ARNbc
antes de la purificacién.

Después de la conjugacién del ARNbc a la proteina
de unidén a TfR, se elimind el exceso de ARNbc y proteina
no conjugada mediante purificacidén adicional. Se utilizd
cromatografia de exclusidén por tamafo (SEC por sus siglas
en 1inglés) preparativa o cromatografia de intercambio
aniénico preparativa para la purificacidén del conjugado
final. La SEC preparativa se realizdé wusando Cytiva

Superdex® 200 en 1x de PBS pH 7,2 en condiciones
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isocrédticas. Alternativamente, se usdé el intercambio
aniénico, p. ej., ThermoFisher POROS™ XQ, con un tampdn
inicial de 20 mM de TRIS pH 7,0 y se eluyd con un gradiente
de volumen de columna de 20 con un tampdn gque contenia
20 mM de TRIS pH 7,0 y NaCl de 1M. Esto dio como resultado
un conjugado de proteina de unidén a TfR-ARNbc purificado
sin exceso de ARNbc y minima proteina no conjugada. E1
perfil de conjugado resultante se analizdé mediante
intercambio aniénico analitico para 1la cuantificaciédn
final de DAR (ver las Figuras 1B y 1D; y Tabla 19).

En la Figura 1B se muestra un ejemplo de un
cromatograma de conjugado TBPl4-ARNbc después de 1la
purificacién. La Figura 1D muestra un cromatograma de aAEX
ilustrativo del perfil DAR para el conjugado de TBP15-
ARNbc después de la purificacidn.

Tabla 19. Relacidédn de ARNip/farmaco a TBP/anticuerpo (DAR)

DAR % de DARO % de DAR1 % de DAR2 % de DAR3
promedio

Conjugado de 1,89 1,97
ARNip de TBP14-
MAPT

oe

29,59 % 45,95 % 22,49 %

Conjugado de 1,94 2,21
ARNip de TBP14-
SNCA

o

27,42 % 45

o

25,37 %

Conjugado de 1,03 3,74
ARNip de TBP15-
SNCA (antes de
la
purificacién)

o\©

89,91 % 6,35

o\©

N/D

Conjugado de 1,0 N/D 100 % N/D N/D
ARNip de TBP15-
SNCA (antes de
la
purificacién)
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Ejemplo 4: caracterizacidn in vitro de los conjugados de

ARNbc-proteinas de unidén a TfR de ratdn

Evaluacidédn de unidn, internalizacidn y degradacidn in

vitro en neuronas corticales de ratdn

La seflal de fluorescencia correspondiente a los
niveles totales y la internalizacidén de las proteinas de
unidén a TfR o conjugados de proteina de unidén a TEfR-ARNip
(ARC) se midieron realizando un ensayo de imédgenes de
células vivas de alto contenido en neuronas corticales
primarias de ratdn. Brevemente, las neuronas corticales
primarias de ratdén se aislaron de embriones de ratdn C57BL6
silvestre en E18. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos recubiertas con poli-D-lisina a una densidad de
40.000 células/pocillo y se cultivaron en NbActivl
(BrainBits, LLC) que contenia 1% de
antibidético/antimicético (Corning) durante 7 dias a 37 °C
en una incubadora de cultivo de tejidos en una camara
humidificada con 5 % de CO2. En el dia 7, se extrajo el
medio de cada pocillo y se reemplazd con medio de cultivo
con 5 ug/ml (33 nM) de: (i) isotipo Ab (un anticuerpo de
control de isotipo), (11) mTBP2 (un anticuerpo
heterodimérico con un brazo monovalente de unidén a TfR de
raté4n y un brazo de control de isotipo), (iii) ARNip de
isotipo Ab-SNCA (anticuerpo de control de isotipo con ARNbc

nim. 8 unido a la regidén constante de cadena pesada 1) o
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(iv) ARNip de mTBP2-SNCA (mTBP2 con ARNbc nuim. 8 unido a
la regidén constante de cadena pesada 1), junto con 10 ug/ml
(0,2 uM) de fragmento Fab especifico del fragmento Fcy de
IgG antihumana (Jackson Immuno num. 109-007-008) etiquetado
con DyLight 650 (Thermo Fisher num. 62266), DL650 junto con
tinte BHQ3 (BioSearch Tech BHQ-3000S-5) o tinte pHADb
(Promega nam. G9845) en medios de cultivo con
gammaglobulina de cabra 6,7 uM (1 mg/ml) (Jackson Immuno
nam. 005-000-002) e incubados durante la noche con células
vivas cultivadas en una placa de 96 pocillos a 37 °C.

Al dia siguiente, 1las células se lavaron, se
incubaron durante 20 minutos con tinte NucBlue Hoechst
(Thermo Fisher num. R37605), se lavaron nuevamente y después
se tomaron imagenes con el generador de imagenes de alto
contenido Cytation 5 (Biotek). La sefial de DyLight 650 mide
los niveles totales de proteina de unién a TfR, la sefnal
DyLight 650 mé&s BHQ3 mide la sefial de degradacidédn que aumenta
la fluorescencia de DyLight 650 cuando se libera el tinte
BHQ3 y se pierde la extincidén de FRET, mientras que la sefial
de tinte del sensor de pH pHAb mide solo la fluorescencia
internalizada. Se afiadidé un exceso de gammaglobulina de cabra
para reducir la unidén no especifica y la captacidédn de
anticuerpos en las células. La intensidad de la sefial en cada
pocillo se divididé por la cantidad de nucleos tefiidos con
Hoechst para determinar la intensidad de la sefial por célula.

Los pocillos se analizaron por duplicado vy, para cada
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pocillo, se analizaron aproximadamente 20.000 células a
partir de imagenes tomadas con un objetivo de 4x. La sefial
de fondo se determind a partir del control de isotipo de IgG
humana y se restd del valor final.

Los resultados se muestran en la Figura 2. Los
datos de imadgenes de alto contenido demuestran la actividad
celular (propiedades de unidn, internalizacidn y degradacidn)
de la proteina de unidén a TfR de ratdn y el anticuerpo de
control de isotipo ilustrados. El anticuerpo de control de
isotipo y los conjugados de anticuerpo de control de isotipo-
ARNbc carecian de actividad, mientras que se demostrd
actividad de unidén, internalizacidén y degradacidén para la
proteina de unién a TfR de ratdédn ilustrada en neuronas
corticales primarias de ratédn. Ademads, la conjugacidn con
ARNbc no cambia sustancialmente la actividad de las proteinas

de unién a TfR de ratdn ilustrativas.

Evaluacibén de potencia in vitro en neuronas corticales de

ratdn

Se aislaron neuronas corticales primarias de
ratédn a partir de embriones de ratdn CS57BL6 silvestre en
E18 y se cultivaron como se describidé anteriormente. EI1
dia 7, se extrajo la mitad del medio de cada pocillo y se
realizd una concentracidén 2x de uno de: (i) col-conj-siSNCA
(colesterol conjugado de ARNbc num. 7); (ii) ARNip de SNCA

desnudo (ARNip de SNCA no conjugado); (iii) Se afiadidé ARNip
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de isotipo Ab-SNCA (un anticuerpo de control de isotipo
que tiene un ARNbc nUm. 7 unido a la regién 1 de HC
constante) o (iv) ARNip de mTBP2-SNCA (conjugado mTBP2-
ARNbc num. 8, ARNbc unido a la regidén 1 de HC constante de
mTBP2), en medios de cultivo con FBS al 2 % para el
tratamiento y se incubdé con células durante 7 dias
adicionales. Al final del tratamiento, se realizdé RT-gPCR
para cuantificar los niveles de ARNm diana usando el kit
TagMan Fast Advanced Cell-to-CT. Especificamente, las
células se lisaron, el ADNc se generd en Mastercycler X50a
(Eppendorf) y la gPCR se llevd a cabo en el sistema de PCR
en tiempo real QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems).
Los niveles de expresidén génica de la SNCA se normalizaron
con B-actina usando las sondas respectivas (ThermoFisher).

Los resultados se proporcionan en la Figura 3 y
la Tabla 20. Los resultados proporcionados en la Tabla 20
demuestran que los conjugados de ARNip-proteina de unidén a
TfR de ratdn ilustrativos (p. ej., conjugado mTfR2-ARNbc
num. 8) se dirigen con éxito a SNCA de ratdn y proporcionan
una potencia de multiples 6rdenes de magnitudes mayores que
el ARNip no conjugado (es decir, ARNip desnudo) y el ARNip
de isotipo Ab-SNCA, vy es equivalente o superior a la

potencia del ARNip conjugado con colesterol.
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Tabla 20: Potencia in vitro de las moléculas indicadas

para reducir el ARNm de SNCA de ratdn en neuronas

corticales de ratdn

ARNip de Conjugado de Conjugado de Conjugado de
SNCA desnudo | ARNip de Ab de ARNip de ARNip de
isotipo-SNCA colesterol-SNCA mTBP2-SNCA
IC50
1,751 3,074 0,205 0,083
(nM)

Ejemplo 5: caracterizacidn in vitro de los conjugados de

ARNbc-proteinas de unidén a TfR humano

Evaluacién de unidn, internalizacidn y degradacidn in

vitro en células SHSY5Y

Las células SH-SY5Y (ATCC CRL-2266, paso 5-20) se
mantuvieron en medios que consistian en 225 ml MEM/EBSS
(Hyclone:SH30024.02; Gibco 11095-072), suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (Hyclone SH30071.03), piruvato
de sodio 1x (100X, Hyclone:SH30239.01), aminoadcidos no
esenciales 1x (100X, Hyclone SH30238.01) y bicarbonato de
sodio (7,5 %, Hyclone: SH30033.01) y HAM Fl2 de 225 ml
(Corning Cellgro 10-080CV). Las células se sembraron a
120.000/pocillo y se cultivaron durante 4 dias en una placa
negra de 96 pocillos recubiertas con fibronectina (Falcon
nim. 353219) a 37 °C, 90 % de humedad en una incubadora de

cultivo de tejidos (Thermo Scientific Forma Series 3 Water

Jacketed). El1 dia 4, se extrajo el medio de cada pocillo y
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se reemplazdé con medio de cultivo con 5 ug/ml (33 nM) de:
un anticuerpo de control de isotipo (isotipo Ab), TBP1O,
TBP11l, o las moléculas anteriores conjugadas con un ARNip
de SNCA (ARNbc num. 8), junto con 10 ug/ml (0,2 uM) del
fragmento Fab especifico del fragmento Fcy de IgG
antihumana (Jackson Immuno num. 109-007-008) etiquetado con
DyLight 650 (Thermo Fisher num. 62266), DL650 junto con
tinte BHQ3 (BioSearch Tech BHQ-3000S-5) o tinte pHADb
(Promega num. G9845) en medio de cultivo con gammaglobulina
de cabra 6,7 uM (1 mg/ml) (Jackson Immuno num. 005-000-002)
e incubado durante la noche con células vivas cultivadas
en una placa de 96 pocillos a 37C.

Al dia siguiente, las células se lavaron, se
incubaron durante 20 min con tinte NucBlue Hoechst (Thermo
Fisher num. R37605), se lavaron nuevamente y después se
tomaron imagenes con el generador de imédgenes de alto
contenido Cytation 5 (Biotek). La sefial de DyLight 650 mide
los niveles totales de proteina de unidén a TfR, la sefal
DyLight 650 mé&s BHQ3 mide la sefial de degradacidédn que aumenta
la fluorescencia de DyLight 650 cuando se libera el tinte
BHQ3 y se pierde la extincidén de FRET, mientras que la sefial
de tinte del sensor de pH pHAb mide solo la fluorescencia
internalizada. Se afiadid un exceso de gammaglobulina de cabra
para reducir la unidén no especifica y la captacidén de
anticuerpos en las células. La intensidad de la sefial en cada

pocillo se divididé por la cantidad de nucleos tefiidos con
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Hoechst para determinar la intensidad de la sefial por célula.
Los pocillos se analizaron por duplicado vy, para cada
pocillo, se analizaron aproximadamente 20.000 células a
partir de imagenes tomadas con un objetivo de 4x. La sefial
de fondo se determindé a partir del control de isotipo de IgG
humana y se restd del valor final.

Los resultados se muestran en la Figura 4. Los
datos de imagenes de alto contenido demuestran la actividad
celular (propiedades de unidén, internalizacidn y degradacidn)
de las proteinas de unién a TfR humanos ilustradas y el
anticuerpo de control de isotipo. El anticuerpo de control
de isotipo carecia de actividad sustancial, mientras gque se
demostrdé la unidén, la internalizacidén y la actividad de
degradacidén para las proteinas de unidén a TfR humanos
ilustradas en células SH-SY5Y. Ademas, la conjugacidén con
ARNbc no reduce la actividad de las proteinas de unidén a T£fR

humanos ilustrativas.

Evaluacién de la potencia in vitro en células SYSY5Y

Las células SH-SY5Y (ATCC CRL-2266, paso 5-20)
se mantuvieron como se describidé anteriormente. E1 dia 4,
se elimindé el medio de cada pocillo y se reemplazd con
medio de cultivo con uno de: un conjugado de ARNip de
anticuerpo de control de isotipo (ARNip de isotipo Ab-
SNCA), conjugado de ARNip de TBP10-SNCA o se afiadid

conjugado de ARNip de TBP11-SNCA en medio de cultivo con
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FBS al 2 % para el tratamiento y se incubdé con células
durante 7 dias adicionales. Al final del tratamiento, se
realizd RT-gPCR para cuantificar los niveles de ARNm diana
usando el kit TagMan Fast Advanced Cell-to-CT.
Especificamente, las células se lisaron, el ADNc se generd
en Mastercycler X50a (Eppendorf) y la gPCR se llevd a cabo
en el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio 7 Flex
(Applied Biosystems). Los niveles de expresidén génica de
la SNCA se normalizaron mediante la Pf-actina usando 1las
sondas respectivas (ThermoFisher).

Los resultados se proporcionan en la Tabla 21 y en
la Figura 5. Los resultados proporcionados en la Tabla 21
demuestran que los conjugados de proteina de unidén a TfR-
ARNip humano ilustrativos proporcionan una potencia para
inactivar el gen SCA humano mientras que el conjugado de
anticuerpo de control de isotipo mostrd una actividad baja.

Tabla 21. Potencia in vitro para reducir el ARNm de SNCA

humana en células SH-SY5Y

Conjugado de ARNip Conjugado de ARNip Conjugado de ARNip
de isotipo Ab-SNCA de TBP10-SNCA de TBP11-SNCA
IC50
N.D.* 0,64 0,47
(nM)

*N.D. significa no determinado debido a la falta de actividad que impide
una evaluacién precisa.

Ejemplo 6: Demostracidén in vivo de la prueba de concepto

de la eficacia farmacodinadmica de los conjugados de
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proteinas de unidén a TfR-ARNbc de ratdn en el SNC con

administracién periférica.

Evaluacidén farmacodinédmica in vivo en ratones con dosis

IV maltiples

Con el fin de demostrar que los conjugados de
proteina de unidén a TfR-ARNip de ratdn atraviesan la BBB y
transportan la carga de ARNip al SNC para reducir la
expresién génica de ARNm de SNCA, se llevaron a cabo una
serie de estudios de prueba de concepto para evaluar la
eficacia farmacodinamica de los constructos con
administracién periférica en ratones. El1 control de PBS,
el ARNip de 4isotipo Ab-SNCA o el ARNip de mTBP2-SNCA
(conjugado num. 8 de ARNbc de mTBP2 SNCA) fueron dosificados
en ratones FVB de 8 semanas de edad a 10 mg/kg de
concentracién efectiva de ARNip por via intravenosa, ya sea
i) dosis semanal cuatro veces y se sacrificaron 28 dias
después de la primera dosis (ver las Figuras 6A y 6B) o ii)
dosis Unica y se sacrificaron después de 7 dias, 28 dias,
70 dias o 120 dias (ver las Figuras 6C y 6D). Ademas, se
administrd una dosis de 10 mg/kg de anticuerpo anti-CD4 de
ratén (GK1.5) entre 2 y 3 dias antes del estudio para
eliminar las células T CD4 positivas y mitigar asi las
consecuencias farmacocinéticas no deseadas derivadas de
respuestas espurias de anticuerpos antifdrmaco a 1los

compuestos inyectados. Se anestesidé completamente a 1los
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ratones en los puntos temporales designados y después se
los sometidé a perfusidn cardiaca con PBS frio (6 ml/min
durante 5 min) hasta que se extrajo completamente la sangre
para recoger muestras de cerebro y médula espinal para
evaluar los niveles de ARNm diana mediante RT-gPCR y 1los
niveles de proteina diana mediante ELISA en homogeneizados
tisulares. Para la RT-gPCR, el ARN se aisld usando el RNeasy
Plus Universal Mini Kit (Qiagen 73404). Brevemente se
prepararon homogeneizados tisulares de hemencéfalo, médula
espinal y DRG con perlas FastPrep-24 Lysing Matrix D para
homogeneizar los tejidos con MP Fastprep 24 (MP Biomedical)
durante 6 m/s durante 40 segundos a 4 °C, centrifugando
después los viales para recoger el sobrenadante. Después,
se recogidé el ARN tras determinar la cantidad de ARN con
la relacidén A260/280 con un espectrofotdmetro, se generd
ADNc en el Mastercycler X50a (Eppendorf) y se llevd a cabo
la gPCR en el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio 7
Flex (Applied Biosystems). Los niveles de expresidn génica
de la SNCA se normalizaron mediante la f-actina usando las
sondas respectivas (ThermoFisher).

Los resultados se muestran en las Figuras 6A-6C.
Las dosis multiples de administracidén IV de ARNip de mTBP2
SNCA en ratones dieron como resultado una reduccién sdlida
del 91 % del ARNm de la SNCA y una reduccidédn del 41 % de la
proteina de la SNCA en el cerebro en comparacién con los

controles dosificados en PBS 28 dias después de la dosis
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inicial (Figura 6A). Es importante destacar que el ARNip de
isotipo ADbL-SNCA no provocd una reduccién significativa del
ARNm de SNCA, lo que demuestra que se requeria un transporte
mediado por TfR activo para administrar la carga de ARNip al
SNC, lo que demuestra el cruce de la BBB y la administracién
al cerebro. Ademéds, la evaluacidén de la médula espinal 28
dias después de la dosis inicial también demostrd reducciones
s6lidas en las regiones cervical, toracica y lumbar con
reducciones del 79 %, 79 % vy 73 % del ARNm de SNCA
respectivamente con ARNip de mTBP2-SNCA en comparacidén con
los controles dosificados con PBS (Figura 6B). Ademés, hubo
una reduccidén significativa del 61 % del ARNm de SNCA en los
ganglios de la raiz dorsal lumbar (DRG, por sus siglas en
inglés) (Figura 6C). Curiosamente, hubo niveles bajos pero
significativos de reduccidén del ARNm de SNCA en la médula
espinal cervical y tordcica, y en DRG lumbar con un anticuerpo
ARNip de isocontrol Ab-SNCA, lo que sugiere que puede haber
niveles limitados de la administracidén de médula espinal y
de ARNip de DRG sin suministro mediado por TfR.

Ejemplo 7: Demostracién in vivo de la prueba de concepto

de la evolucidn temporal farmacodinadmica de los

conjugados de proteinas de unidén a TfR-ARNbc de ratdn en

el SNC con administracidédn periférica

Evaluacidén farmacodindmica in vivo de la evolucidn

temporal en ratones con una dosis IV Unica
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La alta eficacia de ARNip de mTBP2-SNCA en el
cerebro y la médula espinal con dosis IV mualtiples sugirid
que probablemente habrd una eficacia significativa con una
dosis Unica. Por lo tanto, se realizd un estudio de prueba
de concepto de seguimiento para determinar la eficacia de
una dosis IV UGnica y para determinar la evolucidédn temporal
de la eficacia farmacodindmica para los niveles proteina y
ARNm de SNCA para informar el disefio del estudio posterior
en primates no humanos. Para cada punto temporal, se
sacrificaron 5 ratones para recolectar los tejidos para
analizar como se describid anteriormente.

Como se muestra en la Figura 1A, la
administracién IV Unica de ARNip de mTBP2-SNCA en ratones
condujo a una reduccidén sbdlida de SNCA en el cerebro en
comparacién con el control dosificado con PBS, comenzando
a los 7 dias posteriores a la dosificacién (60 % de
reduccidén de ARNm, 22 % de reduccidén de proteinas) con una
reduccidén méxima a los 28 dias (73 % de reduccidén de ARNm,
41 % de reduccidén de proteinas), seguida de una reduccidn

o)

persistente a los 70 dias (34 % de reduccidén de ARNm, 45

o

de reduccidén de proteinas) que revirtid hacia el grupo de
referencia de PBS a los 120 dias (6 % de reduccidn de ARNm
y 19 % de reduccién de proteina).

Ademéds, como se muestra en la Figura 7B, la Unica
administracién IV de SNCA de mTBP2 también dio lugar a una

s6lida reduccidén de SNCA en la médula espinal en
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comparacidén con el grupo control al que se le administrd
PBS, a partir de los 7 dias posteriores a la administracién
para el ARNm uUnicamente (48 % de reduccidén de ARNm, 3 % de
reduccidén de proteina) con una reduccidn tanto de ARNm
como de proteina a los 28 dias (48 % de reduccidén de ARNm,
27 % de reduccidén de proteina), seguido de una constante

o)

reduccidédn a los 70 dias (32 % de reduccidn de ARNm, 48

o\

de reduccidén de proteina) que revirtid hacia el grupo de
referencia de PBS a los 120 dias (23 % de reduccidén de
ARNm y 14 % de reduccibédn de proteina).

Ejemplo 8: Caracterizacidn in vivo de los conjugados de

proteinas de unibén a TfR humanos-ARNbc

8A. Evaluacibén farmacodinamica in vivo en primates no

humanos (NHP, por sus siglas en inglés) 29 dias después

de una dosis Unica de conjugados de ARNip de SNCA-

proteinas de unién a TfR humano.

Después de una sdélida demostracidédn de prueba de
concepto de la introduccidén de ARNip periférico en el SNC a
través de la BBB en ratones, se evaluaron las propiedades
farmacodindmicas de conjugados de ARNip de SNCA-proteina de
unién a TfR humano en NHP de acuerdo con lo descrito a
continuacidén. Los monos Cynomolgus que pesaban 2-3 kg
recibieron dosis intravenosas en la vena safena del muslo
con i) PBS (n=8), ii) ARNip de TBP10-SNCA (conjugado TB1l0O-

ARNbc num. 8) (n=6) a una concentracidén efectiva de ARNip de
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8,8 mg/kg, o 1ii) ARNip de TBP11-SNCA (conjugado TBP11-ARNbc
nim. 8) (n=6) a una concentracién efectiva de ARNip de
2,6 mg/kg y sacrificados 29 dias después de la primera dosis.
Los animales profundamente anestesiados se sometieron a
perfusioén cardiaca, después se recolectaron tejidos
cerebrales, medulares y periféricos. El cerebro se secciond
coronalmente, se recolectaron perforaciones de 3 mm de las
subregiones indicadas y se congelaron, asi como también se
recolectaron tejidos de la médula espinal, el higado y los
misculos para evaluar los niveles de ARNm diana por RT-gPCR
en homogeneizados de tejido. E1 ARN total de los tejidos NHP
se aisldé usando el kit RNadvance Tissue (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN) manualmente o en un manipulador de liquidos
Biomek i7 (Beckman Coulter), siguiendo el procedimiento del
fabricante <con algunas modificaciones. En resumen, las
secciones de tejido congelado se mezclaron con una bola de
acero inoxidable de 5 mm, tampdén de lisis y proteinasa K, se
homogeneizaron durante 5 ciclos de 30 segundos a 1200 rpm,
con un intervalo de 20 segundos entre ciclos, en un 2010
GenoGrinder (SPEX SamplePrep, Metuchen, NJ). Los tejidos de
algunas regiones se rasuraron en hielo seco, antes de la
homogeneizacién. Los homogeneizados se incubaron a 37 °C
durante 1 hora, después se extrajeron con un volumen igual
de fenol-cloroformo. E1 ARN del sobrenadante se purificd con
el kit de tejido RNadvance, donde se incluyé una digestidn

de 30 min con DNasa. La concentracién y la pureza (A260/A280)
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del eluido de ARN se determinaron por espectrofotometria. El
ARN se normalizdé a 15 ng/10 ul de PCR, se digirid nuevamente
con ezDNasa (ds-ADN especifico) antes de la transcripcidn
inversa usando el kit SSIV VILO (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). La expresidén de las diana genéticas respectivos
en el ADNc se determindé mediante ensayos TagMan gPCR en la
plataforma QuantStudio 7 Pro (Thermo Fisher Scientific). La
expresidén génica de la SNCA se normalizd por los niveles de
expresidén génica de la SNCA se normalizaron por la fR-actina
usando las sondas respectivas (ThermoFisher). Los tejidos
analizados y sus acrdénimos son: higado; musculo gastrocnemio;
AN, nucleo arcuato; Med Em, eminencia media; LSC, médula
espinal lumbar; médula; protuberancia; CB, cerebelo;
mesencéfalo; SN, sustancia negra; caudado; PUT, putamen; HT,
hipotdlamo; H, hipocampo, PFC, materia gris de la corteza
prefrontal; PFC, materia blanca de la corteza prefrontal.
La administracidén IV periférica de ARNip de
TBP10-SNCA a 8,8 mg/kg en NHP condujo a una reduccién
significativa del ARNm de SNCA en regiones clave del cerebro
y la médula espinal lumbar en comparacidén con el grupo de
tratamiento con PBS a los 29 dias después de la
dosificacidén. Como se muestra en la Figura 8A, se

demostraron reducciones significativas del ARNm de SNCA en

el higado (48 %), ntUcleo arcuato (58 %), médula espinal
lumbar (82 %), médula (71 %), protuberancia (77 %),

mesencéfalo (56 %), sustancia negra (76 %), caudado (81 %),
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putamen (76 %), hipotédlamo (64 %), hipocampo (83 %),
materia gris de la corteza prefrontal (74 %), materia
blanca de la corteza prefrontal (76 %). Otras regiones vy
tejidos del cerebro evaluados no mostraron reduccidn
significativa del ARNm de SNCA como se muestra (Figura 8A).

La administracién IV periférica de ARNip de
TBP11-SNCA a una dosis més baja de 2,6 mg/kg en NHP también
condujo a una reduccidn significativa del ARNm de SNCA en
regiones clave del cerebro y la médula espinal lumbar en
comparacién con el grupo de tratamiento con PBS a los 29
dias después de la dosificacidén. Como se muestra en la
Figura 8B, se demostraron reducciones significativas del
ARNm de SNCA en la médula espinal lumbar (62 %), la médula
(63 %), la protuberancia (48 %), la sustancia negra (66 %),
el caudado (59 %), el hipocampo (72 %) y la materia gris
de la corteza prefrontal (39 %). Otras regiones y tejidos
cerebrales evaluados no demostraron una reduccioén
significativa del ARNm de SNCA como se muestra (Figura 8B).

Para determinar los niveles esperados de
reduccién de ARNm de SNCA cerebral en dosis equivalentes
de NHP, se administrd una dosis tUnica IV a una cohorte de
ratones con una concentracién equivalente de 8,8 mg/kg y
2,6 mg/kg de ARNip de mTBP2-SNCA y se procesaron Como se
describidé anteriormente para evaluar la traducibilidad en

la eficacia de la KD de ARNm mediante RT-gPCR.
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Los ratones que recibieron una dosis intravenosa
equivalente a 8,8 mg/kg de concentracidén efectiva de ARNip
demostraron una reduccidén del 69 % en el ARNm de SNCA en el
cerebro, mientras que la dosis de 2,6 mg/kg de concentracidn
efectiva de ARNip demostrd una reduccidén del 53 $ del ARNm

de SNCA en el cerebro, 1lo que demuestra que se traduce una

eficacia similar de roedores a NHP (Figura 8C).

8B. Evaluacidédn farmacodindmica in vivo en NHP 85 dias

después de una dosis Unica o tres dosis mensuales de

conjugados de ARNip de SNCA-proteinas de unidén a TfR

humano.

Se realizé6 un estudio farmacodinédmico para
determinar la eficacia de los conjugados de proteina de unidn
a TfR humano-ARNip de SNCA 3 meses después de una dosis Unica
o tres dosis mensuales. Los monos Cynomolgus que pesaban 2-
3 kg recibieron una dosis intravenosa Unica en la vena safena
del muslo con el ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc nuim. 10 en la
Tabla 1la) conjugado (n=5) a 10 mg/kg, o tres dosis
intravenosas mensuales en la vena safena del muslo con i)
PBS (n=5), o ii) ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la
Tabla 1la) conjugado (n=5) a 10 mg/kg. A todos los grupos se
les administré 30 mg/kg de anticuerpo anti-CD4 inmediatamente
después de la dosis del articulo de prueba para mitigar la
respuesta de anticuerpos contra el fédrmaco. 85 dias después

de la dosis Unica o después de la primera dosis en el régimen
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de dosificacién de tres meses, los animales profundamente
anestesiados se sometieron a perfusidédn cardiaca, después, se
recolectaron tejidos cerebrales, medulares y periféricos.
El cerebro se secciond coronalmente, se
recolectaron perforaciones de 4 mm de las subregiones
indicadas y se congelaron, asi como también se recolectaron
tejidos de la médula espinal, el higado y los musculos para
evaluar los niveles de ARNm y proteina diana por RT-gPCR vy
ELISA respectivamente en homogeneizados de tejido. Para
determinar los niveles de ARNm, el ARN total de los tejidos
NHP se aisld usando el kit RNadvance Tissue (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN) manualmente o en un manipulador de liquidos
Biomek i7 (Beckman Coulter), siguiendo el procedimiento del
fabricante con algunas modificaciones. En resumen, las
secciones de tejido congelado se mezclaron con una bola de
acero inoxidable de 5 mm, tampdédn de lisis y proteinasa K, se
homogeneizaron durante 5 ciclos de 30 segundos a 1200 rpm,
con un intervalo de 20 segundos entre ciclos, en un
GenoGrinder 2010 (SPEX SamplePrep, Metuchen, NJ). Los tejidos
de algunas regiones se rasuraron en hielo seco, antes de la
homogeneizacién. Los homogeneizados se incubaron a 37 °C
durante 1 hora, después se extrajeron con un volumen igual
de fenol-cloroformo. E1 ARN del sobrenadante se purificd con
el kit de tejido Rnadvance, donde se incluydé una digestidn
de 30 minutos con DNasa. La concentracién y la pureza

(A260/A280) del eluido de ARN se determinaron  por
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espectrofotometria. E1 ARN se normalizé a 15 ng/10 ul de PCR,
se digiridé nuevamente con ezDNasa (ds-ADN especifico) antes
de la transcripcidén inversa usando el kit SSIV VILO (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). La expresidédn de las diana
genéticas respectivos en el ADNc se determindé mediante
ensayos TagMan gPCR en 1la plataforma QuantStudio 7 Pro
(Thermo Fisher Scientific). Los niveles de expresidn génica
de la SNCA se normalizaron mediante la PB-actina usando las
sondas respectivas (ThermoFisher) para las regiones del SNC
y GAPDH para los musculos gastrocnemios (ThermoFisher).

Para determinar los niveles de proteina o-
sinucleina, se mezclaron perforaciones congeladas de 4 mm
de biopsias de tejido neural con tampdén RIPA frio (Pierce
nam. 89901, Thermo Scientific, Waltham, MA), gque contenia
los inhibidores de proteasa y fosfatasa (coctel inhibidor
de proteasa y fosfatasa Halt™, Thermo Scientific), en una
relacién de 20 ml de tampdédn por 1 gramo de tejido. La
mezcla de tejido-RIPA se homogeneizd usando una perla de
acero 1inoxidable de 5 mm en un 2010 GenoGrinder (Spex
SamplePrep, Metuchen, NJ). Después, el homogeneizado se
centrifugdéd en una centrifugadora refrigerada (Eppendorf,
Hamburg, Alemania), y el sobrenadante se transfirid, se
convirtié en multiples alicuotas de un solo uso y se
almacené a -80 °C para su posterior andlisis.

La concentracién de proteinas en el lisado de

proteinas se determindé usando el kit de ensayo proteinico
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BCA Pierce™ BCA (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En particular, los estéandares
de albUmina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés)
diluidos en serie se analizaron por duplicado; mientras que
cada muestra de lisado de proteinas se diluydé 10 veces o 20
veces en agua, y después se analizdé en singulete,
respectivamente. A continuacidn, se obtuvo la concentracidn
proteica en la muestra sin diluir, después promediando la
derivada de la diluida 10 veces y la de la diluida 20 veces.

Se mididé el nivel de proteina sinucleina a en el
lisado de proteinas usando un ELISA de tipo sandwich
desarrollado i1internamente. Brevemente, se recubrid la
microplaca transparente UV de fondo plano de 96 pocillos
de media &rea (Corning, Corning, NY) con el anticuerpo de
captura (o-sinucleina: anticuerpo antisinucleina, Syn4dZ2,
Eli Lilly, Indianapolis, IN) a 4 °C durante la noche con
agitacién. Los pocillos se bloquearon con albUmina de suero
bovino (BSA) al 2 % (Thermo Scientific) en solucidn salina
tamponada con fosfato Tween20™ (PBST, por sus siglas en
inglés) (Thermo Scientific) a temperatura ambiente (RT)
durante 60 min. Después del lavado, a los pocillos de cada
placa de ELISA para a-Sin se les afiadidé lisado de proteinas
o la proteina alfa-sinucleina humana recombinante (o-
sinucleina: rPeptide, Watkinsville, GA) que se habia
diluido en la PBST que contenia 2 % de BSA. Las placas se

incubaron a 4 °C durante la noche con agitacién.
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Se lavaron las placas para un ELISA de sin-a,
después se incubaron con el anticuerpo de deteccidédn (pAb de
conejo antisinucleina o. US Biological, Salem, MA) en PBST
que contenia 2 % de BSA a temperatura ambiente durante 3
horas. Las placas se lavaron de nuevo, después se incubaron
con el anticuerpo unido a HRP anticonejo en PBST que contenia
2 % de BSA a temperatura ambiente durante 1 hora.

Para minimizar la variacidén, todas las biopsias
de la misma regidén cerebral, asi como un conjunto de
estdndares de proteina de a-sinucleina humana recombinante
diluidos en serie, se analizaron en la misma placa de
ELISA. Todas las muestras, i1ncluidos los estédndares de
proteinas recombinantes, se analizaron por duplicado. Se
usdé la media aritmética de la 0OD450 del duplicado, después
de restar la placa en blanco, para el calculo adicional.
La curva estéandar en cada placa de ELISA se cred ajustando
la OD450 (eje Y) y la concentracidén de proteina (eje X) en
cada uno de los estandares de proteina diluidos en serie
con el modelo de regresidén no lineal logistica 4P, usando
el software JMP (SAS Institute, Cary, NY). La concentracién
de la proteina respectiva en cada muestra diluida se
calculd inversamente a partir de la 0OD450 respectiva, en
funcién de la curva estédndar. El1 nivel de proteina
sinucleina o en cada muestra se normalizdé al nivel de
proteina total y la expresidén de proteina sinucleina o

restante en el grupo tratado se calculd como el porcentaje

256



10

15

20

25

de expresidén de proteina sinucleina o restante en el grupo
de tratamiento respecto a la expresién promedio de esa
proteina en el grupo de control de aCSF o PBS.

Los tejidos analizados para los niveles de ARNm o
proteina y sus acrbénimos son: musculo gastrocnemio; LSC,
médula espinal lumbar; SN, sustancia negra; caudado; PUT,
putamen; H, hipocampo, PFC, materia gris de la corteza
prefrontal y LDRG, DRG lumbar.

Tres meses de administracién IV periférica de
ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la) conjugado
a una dosis de 10 mg/kg en NHP condujo a una reduccidn
significativa del ARNm de SNCA en regiones clave del cerebro
y la médula espinal lumbar en comparacidén con el grupo de
tratamiento con PBS a los 85 dias después de la primera
dosis. Como se muestra en la Figura 9A, se demostraron
reducciones significativas del ARNm de SNCA en la médula
espinal lumbar (72 %), la sustancia negra (76 %), el caudado
(81 %), el putamen (66 %) el hipocampo (76 %) y la materia
gris de la corteza prefrontal (73 %). La Figura 9B demuestra
una reduccién significativa de la proteina o-sinucleina en
regiones clave del cerebro y la médula espinal lumbar en
comparacién con el grupo de control tratado con PBS a 1los
85 dias después de la primera dosis. Como se muestra en la
Figura 9B, una reduccidén significativa de proteina o-

sinucleina se observé en la médula espinal lumbar (50 %),
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la sustancia negra (45 %), el caudado (43 %), el putamen
(54 %), el hipocampo (48 %) y la corteza prefrontal (54 %).

La administracién IV periférica uUnica de ARNip de
TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1lla) conjugado a dosis
de 10 mg/kg en NHP condujo a una reduccidén significativa del
ARNm de SNCA en regiones clave del cerebro en comparacién
con el grupo de tratamiento con PBS a los 85 dias después de
la dosificacién. Como se muestra en la Figura 9C, se
demostraron reducciones significativas del ARNm de SNCA en
el caudado lumbar (54 %) y el putamen (45 %). Otras regiones
y tejidos cerebrales evaluados no demostraron una reduccidn
significativa del ARNm de SNCA como se muestra (Figura 9C).
La Figura 9D demuestra una reducciédn significativa de 1la
proteina o-sinucleina en regiones clave del cerebro y la
médula espinal lumbar en comparacidédn con el grupo de control
tratado con PBS a los 85 dias después de la primera dosis.
Como se muestra en la Figura 9D, una reduccidén significativa
de la proteina a-sinucleina se observd en la médula espinal
lumbar (52 %), el caudado (36 %), el putamen (39 %), el
hipocampo (43 %) vy 1la corteza prefrontal (33 %). Otras
regiones y tejidos cerebrales evaluados no demostraron una
reduccidén significativa en la proteina o-sinucleina como se
muestra (Figura 9D).

En la Figura 9E se muestra la reduccidén del ARNm
SNCA en el muisculo gastrocnemio después de una dosis Unica

O tres dosis mensuales.
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8C. Evaluacién farmacodindmica in vivo en NHP después de

tres dosis mensuales de conjugados de ARNip de MAPT-

proteinas de unién a TfR humano.

Se realizé6 un estudio farmacodinédmico para
determinar la eficacia de los conjugados de proteina de unidn
a TfR humano-ARNip de MAPT después de tres dosis mensuales.
Un grupo de monos Cynomolgus que pesaban 2-3 kg recibieron
dosis intravenosas mensualmente en la vena safena del muslo
con i) PBS (n=5), o ii) ARNip de TBP14-MAPT (ARNbc num. 38
en la Tabla 11b) (n=5) a una concentracidén efectiva de ARNip
a 10 mg/kg. Un grupo separado de monos Cynomolgus gque pesaban
2-3 kg recibieron dosis intravenosas mensualmente en la vena
safena del muslo con i) PBS (n=5), ii) ARNip de TBP14-MAPT
(ARNbc num. 39 en la Tabla 11lb) (n=5) a una concentracidn
efectiva de ARNip a 10 mg/kg, o 1ii) ARNip de TBP14-MAPT
(ARNbc ntm. 40 en la Tabla 11lb) (n=5) a una concentracién
efectiva de ARNip a 10 mg/kg. A todos los grupos se les
administré 30 mg/kg de anticuerpo anti-CD4 inmediatamente
después de la dosis del articulo de prueba para mitigar la
respuesta de anticuerpos contra el farmaco. Unos 85 dias
después de la primera dosis, los animales anestesiados
profundamente se sometieron a perfusidén cardiaca, después se
recolectaron tejidos cerebrales, medulares y periféricos.

El cerebro se secciond coronalmente, se

recolectaron perforaciones de 4 mm de las subregiones
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indicadas y se congelaron, asi como también se recolectaron
tejidos de la médula espinal, el higado y los musculos para
evaluar los niveles de ARNm y proteina diana por RT-gPCR vy
ELISA respectivamente en homogeneizados de tejido. Para
determinar los niveles de ARNm, el ARN total de los tejidos
NHP se aisld usando el kit RNadvance Tissue (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN) manualmente o en un manipulador de liquidos
Biomek i7 (Beckman Coulter), siguiendo el procedimiento del
fabricante con algunas modificaciones. En resumen, las
secciones de tejido congelado se mezclaron con una bola de
acero inoxidable de 5 mm, tampdédn de lisis y proteinasa K, se
homogeneizaron durante 5 ciclos de 30 segundos a 1200 rpm,
con un intervalo de 20 segundos entre ciclos, en un 2010
GenoGrinder (SPEX SamplePrep, Metuchen, NJ). Los tejidos de
algunas regiones se rasuraron en hielo seco, antes de la
homogeneizacién. Los homogeneizados se incubaron a 37 °C
durante 1 hora, después se extrajeron con un volumen igual
de fenol-cloroformo. E1 ARN del sobrenadante se purificd con
el kit de tejido RNadvance, donde se incluyé una digestidn
de 30 min con DNasa. La concentracidén y la pureza (A260/A280)
del eluido de ARN se determinaron por espectrofotometria. E1
ARN se normalizdé a 15 ng/10 ul de PCR, se digirid nuevamente
con ezDNasa (ds-ADN especifico) antes de la transcripcidn
inversa usando el kit SSIV VILO (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). La expresidén de las diana genéticas respectivos

en el ADNc se determindé mediante ensayos TagMan gPCR en la
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plataforma QuantStudio 7 Pro (Thermo Fisher Scientific). Los
niveles de expresidén génica de la MAPT se normalizaron
mediante la f-actina usando las sondas respectivas
(ThermoFisher) para las regiones del SNC y GAPDH para 1los
misculos gastrocnemios (ThermoFisher).

Para determinar los niveles de proteina Tau, se
mezclaron perforaciones congeladas de 4 mm de biopsias de
tejido neural con tampdn RIPA frio (Pierce num. 89901, Thermo
Scientific, Waltham, MA), gue contenia los inhibidores de
proteasa vy fosfatasa (Halt™ Protease and Phosphatase
Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific), en una relacidén de
20 ml de tampdédn por 1 g de tejido. La mezcla de tejido-RIPA
se homogeneizdé usando una perla de acero inoxidable de 5 mm
en un 2010 GenoGrinder (Spex SamplePrep, Metuchen, NJ).
Después, el homogeneizado se centrifugd en una centrifugadora
refrigerada (Eppendorf, Hamburg, Alemania), y el sobrenadante
se transfirid, se convirtidé en miltiples alicuotas de un solo
uso y se almacend a -80 °C para su posterior andlisis.

La concentracién de proteinas en el lisado de
proteinas se determindé usando el kit de ensayo proteinico
BCA Pierce™ BCA (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En particular, los estéandares
de albUmina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés)
diluidos en serie se analizaron por duplicado; mientras que
cada muestra de lisado de proteinas se diluydé 10 veces o 20

veces en agua, y después se analizdé en singulete,
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respectivamente. A continuacidn, se obtuvo la concentracidn
proteica en la muestra sin diluir, después promediando la
derivada de la diluida 10 veces y la de la diluida 20 veces.

El nivel de proteina Tau en el lisado de proteinas
se midié wusando un ELISA tipo sé&ndwich desarrollado
internamente. Brevemente, se recubrié la microplaca
transparente UV de fondo plano de 96 pocillos de media area
(Corning, Corning, NY) con el anticuerpo de captura (Tau:
anticuerpo antitau humano, Taub5, Eli Lilly, Indianapolis,
IN) a 4 °C durante la noche con agitacidén. Los pocillos se
bloquearon con albUmina de suero bovino (BSA) al 2 % (Thermo
Scientific) en solucidén salina tamponada con fosfato
Tween20™ (PBST) (Thermo Scientific) a temperatura ambiente
(RT) durante 60 min. Después del lavado, a los pocillos de
cada placa se les afiadié el 1lisado de proteinas o la
proteina Tau humana recombinante (Tau: Tau44l, Eli Lilly)
que ha sido diluida en el PBST que contenia 2 % de BSA y
el anticuerpo de deteccidén (Tau: anticuerpo anti-Tau
humano, Biotinylated DA9, Eli Lilly). Las placas se
incubaron a 4 °C durante la noche con agitacién.

Al dia siguiente, las placas se lavaron, después
se incubaron con peroxidasa de rédbano picante (HRP, por sus
siglas en 1inglés) conjugada con estreptavidina de alta
sensibilidad Pierce™ (Thermo Scientific) en PBST con 2 % de
BSA a temperatura ambiente durante 30 min. La reaccidn

enzimadtica de HRP se visualizd con la adicidn de la solucidn
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de sustrato TMB (T0440, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), y se
detuvo con la adicién de 4&cido sulfarico (ELISA Stop
solution, Thermo Scientific). La densidad éptica (0D, por
sus siglas en 1inglés) de las muestras se mididé a 450 nm
(OD450) en un lector de placas Envision (PerkinElmer,
Waltham, MA).

Para minimizar la wvariacidén, todas las biopsias
de la misma regidn cerebral, asi como un conjunto de
estdndares de proteina Tau humana recombinante diluidos en
serie, se analizaron en la misma placa ELISA. Todas las
muestras, incluidos los estandares de proteinas
recombinantes, se analizaron por duplicado. Se usdé la media
aritmética de la 0OD450 del duplicado, después de restar la
placa en Dblanco, para el calculo adicional. La curva
estdndar en cada placa de ELISA se cred ajustando la 0OD450
(eje Y) y la concentraciédn de proteina (eje X) en cada uno
de los estandares de proteina diluidos en serie con el modelo
de regresidén no lineal logistica 4P, usando el software JMP
(SAS Institute, Cary, NY). La concentracidén de la proteina
respectiva en cada muestra diluida se calculd inversamente
a partir de la O0OD450 respectiva, en funcidén de la curva
estdndar. El nivel de proteina Tau en cada muestra se
normalizé al nivel de proteina total, y la expresidén de
proteina Tau restante en el grupo tratado se calculd como

el porcentaje de expresidén de proteina Tau restante en el
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grupo de tratamiento, en relacidén con la expresidn promedio
de esa proteina en el grupo de control de aCSF o PBS.

Los tejidos analizados para los niveles de ARNm
0 proteina y sus acrdénimos son: LSC, médula espinal lumbar;
SN, sustancia negra; caudado; PUT, putamen; H, hipocampo
y PFC, materia gris de la corteza prefrontal.

Tres meses de administracidén IV periférica de ARNip
de TBP14-MAPT (ARNbc num. 38 en la Tabla 11lb) a 10 mg/kg en
NHP condujo a una reduccidén significativa del ARNm de MAPT y
proteinas en regiones clave del cerebro y la médula espinal
lumbar en comparacidédn con el grupo de tratamiento con PBS a
los 85 dias después de la primera dosis. Como se muestra en
la Figura 10A, se demostraron reducciones significativas de
ARNm de MAPT en la médula espinal lumbar (24 %), el caudado
(31 %), el putamen (38 %), el hipocampo (41 %), la materia
gris de 1la corteza prefrontal (40 %). Otras regiones vy
tejidos del cerebro evaluados no mostraron reduccidn
significativa del ARNm de MAPT como se muestra (Figura 10A).
La Figura 10B muestra reduccién significativa de la proteina
tau en regiones clave del cerebro y la médula espinal lumbar
en comparacién con el grupo de control tratado con PBS 85
dias después de la primera dosis. Como se muestra en la Figura
10B, una reduccidén significativa de 1la proteina Tau se
observé en la médula espinal lumbar (29 %), el caudado
(26 %), el putamen (28 %), el hipocampo (27 %) y la corteza

prefrontal (34 %). Otras regiones vy tejidos cerebrales
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evaluados no demostraron una reduccidén significativa en la
proteina Tau como se muestra (Figura 10B).

Tres meses de administracidén IV periférica de ARNip
de TBP14-MAPT (ARNbc num. 39 en la Tabla 11b) conjugado a
10 mg/kg en NHP condujo a una reduccidén significativa del
ARNm de MAPT en regiones clave del cerebro y la médula espinal
lumbar en comparacidédn con el grupo de tratamiento con PBS a
los 85 dias después de la primera dosis. Como se muestra en
la Figura 11A, se demostraron reducciones significativas de

ARNm de MAPT en la médula espinal lumbar (41 %), la sustancia

o\

negra (41 %), el caudado (67 %), el putamen (67 %), el
hipocampo (57 %), la materia gris de la corteza prefrontal
(65 %). La Figura 11B muestra reduccién significativa de la
proteina tau en regiones clave del cerebro y la médula espinal
lumbar en comparacidén con el grupo de control tratado con
PBS 85 dias después de la primera dosis. Como se muestra en
la Figura 11B, una reduccidén significativa de la proteina
Tau se observdé en la médula espinal lumbar (38 %), la
sustancia negra (56 %), el caudado (63 %), el putamen (77 %),
el hipocampo (59 %) y la corteza prefrontal (76 %).

Tres meses de administracidédn IV periférica de
ARNip de TBP14-MAPT (ARNbc nUm. 40 en 1la Tabla 11b)
conjugado a una dosis de 10 mg/kg en NHP condujo a una
reduccién significativa del ARNm de MAPT en regiones clave

del cerebro y la médula espinal lumbar en comparacidn con

el grupo de tratamiento con PBS a los 85 dias después de
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la primera dosis. Como se muestra en la Figura 12A, se
demostraron reducciones significativas del ARNm de MAPT en
la médula espinal lumbar (37 %), la sustancia negra (35 %),
el caudado (61 %), el putamen (54 %), el hipocampo (36 %)
y la materia gris de la corteza prefrontal (61 %). La
Figura 12B muestra reduccidén significativa de la proteina
tau en regiones clave del cerebro y la médula espinal
lumbar en comparacidédn con el grupo de control tratado con
PBS 85 dias después de la primera dosis. Como se muestra
en la Figura 12B, una reduccidén significativa de la
proteina Tau se observd en la médula espinal lumbar (31 %),
la sustancia negra (47 %), el caudado (57 %), el putamen

(72 %), el hipocampo (45 %) y la corteza prefrontal (70 %).

8D. Evaluacidn farmacodindmica in vivo en NHP 1 mes

después de una dosis Unica de anticuerpos penetrantes de

la BBB dirigidos a los conjugados de proteina de unidn a

TfR humano de SNCA-ARNip de SNCA (DARI1)

Después de la demostracién de la eficacia central
con la administracién de ARNip periférico en mono Cynomolgus
(Macaca fascicularis) usando conjugados de proteinas de
unién a TfR humanos promedio DAR2-ARNip de SNCA, se realizd
una eficacia de 1 mes con conjugados de proteinas de unién
a TfR humanos promedio DAR1-ARNip de SNCA para determinar
la diferencia en la eficacia. Se evaluaron las propiedades

farmacodindmicas de los conjugados de proteina de unidén a
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TfR humana-ARNip en NHP de acuerdo con lo siguiente. Los
monos Cynomolgus que pesaban 2-3 kg recibieron una dosis
intravenosa en la vena safena del muslo con i) PBS (N=4),
ii) ARNip de TBP16-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 1la)
conjugado (DAR1) (N=4) a una concentracidén efectiva de ARNip
de 1 mg/kg, o iii) ARNip de TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en la
Tabla 1la) conjugado (DAR1) a una concentracidén efectiva de
ARNip de 1 mg/kg o 10 mg/kg (N=4 cada uno) y sacrificados
29 dias después de la primera dosis. Para las tomas, los
animales anestesiados profundamente se sometieron a
perfusidén cardiaca, después se recolectaron y procesaron
tejidos cerebrales para RT-gPCR en homogeneizados de tejido.

Los datos de RT-gPCR mostraron una reduccién sdbdlida
del ARNm de SNCA que oscilaba entre el 60 y el 80 % en todas
las regiones clave del cerebro con una dosis de ARNip de
1 mg/kg, lo que demuestra una alta eficacia del conjugado
DAR]l (Figuras 13A y 13B). El aumento de la dosis diez veces
a 10 mg/kg solo provocd una reduccidn adicional del 5-10 %
en el ARNm de 1 mg/kg, lo gue sugiere que la administracidn

del farmaco mediada por TfR ya estd saturada (Figura 13C).

8E. Relaciones de exposicidén y respuesta

Para comprender las relaciones de respuesta a la
exposicidn para los estudios descritos en los Ejemplos 8B y
8D anteriores, la farmacocinética plasmadtica (PK) vy la

biodistribucidén de ARNip después de una dosis IV Unica, se
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recolectaron muestras de plasma del estudio mencionado
anteriormente vy se cuantificé la exposicidédn del ARNip
asociado al conjugado en plasma o el ARNip total en tejido
por HR-LC/MS (Figuras 13D y 13E). Brevemente, se usd
cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS, por
sus siglas en inglés) para medir los niveles de ARNip totales
0 asociados al conjugado en muestras de tejido y plasma de
Cynomolgus. Los estdndares de plasma se prepararon afiadiendo
plasma de mono de control. Los estadndares de tejido se
prepararon homogeneizado el tejido de control. Para
controlar la variabilidad del ensayo, se afiadidé un estandar
interno a todos los estédndares y muestras.

Para el ARNip asociado al conjugado, los
estdndares de plasma y las muestras se incubaron con un
anticuerpo IgG antihumano de cabra policlonal biotinilado
(Southern Biotech, Birmingham, AL) seguido de una segunda
incubacién con perlas de estreptavidina (Promega, Madison,
WI). El complejo de perlas IgG-ARNip-estreptavidina se aisld
en un separador magnético y se descartd el sobrenadante. Las
muestras y los estdndares se lavaron con solucidén salina
tamponada con fosfato seguido de elucidén de ARNip asociado
al conjugado de las perlas con trietilamina. Los estandares
y las muestras se inyectaron en un sistema LC/MS.

Las muestras de tejido se homogeneizaron en
tampdén de lisis celular. Para las mediciones de ARNip

totales, los estédndares y las muestras de tejido se
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digirieron con proteinasa K antes de cargarlos en una placa
de extraccidén en fase sédélida en microelucidn (SPE, por sus
siglas en inglés) de Oasis Wax (Waters Inc, Milford, MA)
para el aislamiento. La placa de SPE se lavd con tampones
de lavado y después los analitos se eluyeron con tampdn de
elucién. Los eluyentes de las placas de SPE se secaron,
reconstituyeron e inyectaron en un sistema LC/MS.

El ARNip asociado al conjugado o el ARNip total
se midieron usando un espectrdémetro de masas Thermo Orbitrap
Exploris 240 (Thermo Scientific, San Jose, CA) usando el
pico de la cadena no codificante para la cuantificacidén. E1
espectrémetro de masas funciondéd en modo de deteccidn de
iones negativos. Todos los datos se procesaron con Xcalibur
versién 4.4 (Thermo Scientific, San Jose, CA).

Para el conjugado TBP15-SNCA (DAR1l), basado en el
AUC (0—168h), la PK plasmadtica parece ser mayor que la dosis
proporcional (7,8 mM*h vs. 111,6 m M*h) entre las dosis de
ARNip de 1 y 10 mg/kg (Figura 13D). Esta PK plasmatica estéa
de acuerdo con la eliminacidédn mediada por TMDD. Para el
conjugado DAR2 a 10 mg/kg de ARNip, el ARNip de TBP14-SNCA
(DAR2) , el AUC (0-72h) fue 78 mM*h, una exposicidn
aproximadamente 1,8 veces menor que la observada para el
ARNip de TBP15-SNCA (DAR1) a la misma dosis.

Para el ARNip de TBP15-SNCA (DAR1), la PK
plasmatica dependiente de la dosis se traduce en la

distribucidédn cerebral, aunque con un perfil proporcional
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atn menor que la exposicidén al plasma (Figuras 13E). Para
una dosis dada, la exposicidén en diferentes regiones
cerebrales fue similar. La exposicidén cerebral para TBPl4-
SNCA (DAR2) a los 3 meses fue indetectable de acuerdo con
la exposicidén plasmatica més baja (datos no mostrados).

Ejemplo 9. Caracterizacién adicional de los conjugados de

proteina de unién a TfR humano-ARNbc en ratones

transgénicos TfR humanos (hTfR)

Para comprender el impacto de DAR en la PK
plasmatica y la biodistribucidén de ARNip después de una Unica
dosis IV Unica de los conjugados de proteina de unidén a TfR
humano-ARNbc, el conjugado de ARNip de TBP14-SNCA (DAR1) vy
el conjugado de ARNip de TBP14-SNCA (DAR2) se dosificaron en
ratones transgénicos hTfR a 10 mg/kg y se recolectaron
muestras de plasma y se cuantificé la exposicién del ARNip
asociado al conjugado mediante HR-LC/MS en varios momentos
posteriores a la dosis durante 1 mes (Figura 14A). Basado en
el AUC(0—168h), la PK plasmética para DARl es 3,5 veces mayor
que la de DAR2 (323 mM*h vs. 92 mM*h). Esta PK plasméatica
estd de acuerdo con la eliminacidén mediada por TMDD. Esta PK
plasmatica dependiente de la dosis se traduce en el cerebro,
donde se observan exposiciones de hasta 3,6 veces mas altas
para DAR1 en comparacidén con DAR2 (Figuras 14B).

La Figura 14C muestra concentraciones de tejido

cerebral de ARNip total en ratones transgénicos TfR humanos
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24 horas después de una Unica administracidén IV periférica
del ARNip de TBP14-SNCA (ARNbc num. 10 en la Tabla 11la)
conjugado (DAR2) o ARNip de TBP15-SNCA (ARNbc num. 10 en
la Tabla 1la) conjugado (DAR1l) a través de dosis variables
de ARNip.

Las relaciones de eficacia farmacodindmica de DAR1
y DAR2 de los conjugados de proteinas de unidén a TfR humanos-
ARNbc se evaluaron en diversas dosis con concentraciones de
anticuerpos y ARNip equivalentes para determinar el impacto
de la reduccién de la dosis. El conjugado de ARNip de TBP15-
SNCA (DAR1l) y el conjugado de ARNip de TBP14-SNCA (DAR2) se
dosificaron en ratones transgénicos hTfR mediante una Unica
inyeccién IV a 20, 10, 5, 2,5 y 0,5 mg/kg de ARNip en
comparacidén con el grupo dosificado con PBS (n=4 cada uno)
como se indica en la Figura 14D. Para las tomas, los animales
anestesiados profundamente se sometieron a perfusidn
cardiaca 28 dias después de la dosificacidén IV, después se
recolectaron los tejidos cerebrales y procesaron para RT-
gPCR en homogeneizados de tejido. Como se muestra en la
Figura 14D, el conjugado de ARNip de TBP15-SNCA (DAR1)
demostrdé una mayor eficacia de la KD de ARNm de SNCA en
todos los niveles de dosis coincidentes en comparacidn con
el conjugado de ARNip de TBP14-SNCA (DAR2) . Especificamente,
para el conjugado de ARNip de TBP15-SNCA (DAR1l), la dosis

o)

de 10 mg/kg de ARNip provocd el 8 $ de ARNm restante, la

o)

dosis de 5 mg/kg de ARNip provocd el 10 % de ARNm restante,
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la dosis de 2,5 mg/kg de ARNip provocd el 13 % de ARNm

o°

restante y la dosis de 0,5 mg/kg de ARNip provocd el 24
de ARNm restante. Para el conjugado de ARNip de TBP14-SNCA
(DAR2), la dosis de 20 mg/kg de ARNip provocd 17 % de ARNm
restante, la dosis de 10 mg/kg de ARNip provocd el 20 % de
ARNm restante, la dosis de 5 mg/kg de ARNip provocd el 23 %
de ARNm restante y la dosis de 0,5 mg/kg de ARNip provocd
el 59 % de ARNm restante. En particular, se demostrd una
eficacia de reduccién de la dosis del farmaco de ARNip de
10 veces al comparar reducciones similares de ARNm a 5 mg/kg
de conjugado de ARNip de TBP14-SNCA (DAR2) (23 % restante)
en comparacién con el conjugado de ARNip de TBP15-SNCA
(DAR1) a 0,5 mg/kg (24 $ restante). Esta tendencia también
se observd a una dosis mas alta cuando se compard reducciones
similares de ARNm a 20 mg/kg de conjugado de ARNip de TBP14-
SNCA (DAR2) (17 % restante) en comparacién con el conjugado
de ARNip de TBP15-SNCA (DAR1) a 2,5 mg/kg (13 % restante).

Habiendo demostrado la alta potencia de DAR1 de
los conjugados de proteinas de unién a TfR humanos-ARNbc
mediante la administracidén intravenosa, se evalud la
eficacia del conjugado de ARNip de TBP15-SNCA (DARI1)
administrado mediante una Unica administracidédn subcuténea
(SC) a dosis de ARNip de 5, 2, 0,5 vy 0,25 mg/kg. Para las
tomas, los animales anestesiados profundamente se
sometieron a perfusidédn cardiaca 28 dias después de la

dosificacidén SC, después se recolectaron los tejidos
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cerebrales y procesaron para RT-gPCR en homogeneizados de
tejido. Los datos indicaron una eficacia similarmente alta
a la de la administracidén SC en todas las dosis evaluadas,
demostrando un 11 % de ARNm remanente a la dosis de
5 mg/kg, un 15 % remanente a la dosis de 2 mg/kg, un 30 %
de ARNm remanente a la dosis de 0,5 mg/kg y un 42 % de

ARNm remanente a la dosis de 0,25 mg/kg (Figura 14E).

Listado de secuencias

Sec. Secuencia
con
num. de
ident.
1 SYSMN
2 SISRSSSYIYYADSVKG
3 EHGYSNSDAFDI
4 RASQGISNYLA
5 AASSLQS
6 LOHNSYPRT
7 IHGYSNSDAFDK
8 IHGYSNSDAFDI
9 RASQGISHYLV
10 SISSSSSYIYYADSVKG
11 RHGYSNSDAFDN
12 LOHNSYPWT
13 TYWMH
14 RINGDGSRTNYADSVKG
15 SSYAFDV
16 RSSQSLLDSDDGSTYLD
17 LLSNRAS
18 MQRIEFPLT
19 RINSDGSRTNYADSVKG
20 SSYAFHV
21 SISXaa1SSSYIYYADSVKG, en donde Xaa1 = R o S
22 X221HGYSNSDAFD Xaaz,
en donde X.;1 = E, I o R; Xaa2 = I, Ko N
23 RASQGIS Xa21YL Xaa2, en donde Xaza1 = N o H; Xaza2 = A o V
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24

LQHNSYP X,.1T, en donde Xsa1 = R o W

25 RINX,51DGSRTNYADSVKG, en donde Xza1 = G o S

26 SSYAF X,a1V, en donde Xaa1 = D o H

27 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGR
FTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREHGYSNSDAFDIWGQGTLVTVSS

28 DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWFQQKPGKVPKRLIYAASSLOSGVPSREFSGSGS
GTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKVEIK

29 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGR
FTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDKWGQGTLVTVSS

30 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGR
FTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDIWGQGTLVTVSS

31 DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISHYLVWFQQKPGKVPKRLIYAASSLOSGVPSREFSGSGS
GTEFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKVEIK

32 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGR
FTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSS

33 DIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISHYLVWFQQKPGKVPKRLIYAASSLOSGVPSREFSGSGS
GTEFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPWTFGQGTKVEIK

34 EVQOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRTYWMHWVRQAPGKGLLWVSRINGDGSRTNYADSVKGR
FTISRDNAKKTLYLQOMNSLRAEDTAVYFCARSSYAFDVWGQGTMVTVSS

35 DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQLLIYLLSNRASGVPDRESGS
GSGTVFTLKISSVEAADVGVYYCMORIEFPLTEFGGGTKVEIK

36 EVQOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSRTNYADSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFDVWGQGTLVTVSS

37 DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQLLIYLLSNRASGVPDRFES
GSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFPLTFGGGTKVEIK

38 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSRTNYADSVKGRFET
ISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFHVWGQGTLVTVSS

39 ETAVA

40 GIGGGVDITYYADSVKG

41 RPGRPLITSKVADLYPY

42 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRYIDETAVAWFRQAPGKGREFVAGIGGGVDITYYADSVKGRFT
ISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTAVYYCGARPGRPLITSKVADLYPYWGQGTLVTVSSPP

43 SYAIE

44 GILPGSGTINYNEKFKG

45 MSSNSDQGFDL

46 KASQGISRFLS

47 AVSSLVD

48 VQYNSYPYG

49 QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSSYAIEWVRQAPGQGLEWMGGILPGSGTINYNEKFKGRVT
ITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARMSSNSDQGEFDLWGQGTLVTVSS

50 DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQGISRFLSWFQQKPGKAPKSLIYAVSSLVDGVPSRESGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCVQYNSYPYGFGGGTKVEIK

51 QVQOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSSYAIEWVRQAPGQGLEWMGGILPGSGTINYNEKFKGRVTIT

ADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARMSSNSDQGEDLWGQGTLVTVSSASTKGPXVEFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK
VDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQ
EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSLG, en donde X es S o C.
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52

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQGISRFLSWEFQOKPGKAPKSLIYAVSSLVDGVPSRESGSGSGT
DEFTLTISSLOPEDFATYYCVQYNSYPYGFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SENRGEC

53

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREHGYSNSDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVD
KSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

54

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWFQOKPGKVPKRLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGT
EFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SENRGEC

55

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGRFTIS
RDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDKWGQGTLVTVSSASTKGPXVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSLG, en donde X es S o C.

56

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTESSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVD
KSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

57

DIQOMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISHYLVWFQOKPGKVPKRLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGT
EFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SENRGEC

58

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGR
FTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSSASTKGPXVEPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT
YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG, en donde X es S o C.

59

DIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISHYLVWFQOKPGKVPKRLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGT
EFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SENRGEC

60

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRTYWMHWVRQAPGKGLLWVSRINGDGSRTNYADSVKGRET
ISRDNAKKTLYLOMNSLRAEDTAVYFCARSSYAFDVWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ
EGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

61

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGSTYLDWYLQKPGOSPQLLIYLLSNRASGVPDRES
GSGSGTVFTLKISSVEAADVGVYYCMQRIEFPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC

62

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSRTNYADSVKGRET
ISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFDVWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVY
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TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQ
EGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

63

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGSTYLDWYLQKPGQSPQLLIYLLSNRASGVPDRES
GSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC

64

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTFRTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSRTNYADSVKGRETIS
RDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSSYAFHVWGQGTLVTVSSASTKGPXVFPLAPCSRSTSESTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKR
VESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMT
KNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLG, en donde X es S o C.

65

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKC

66

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSSASTKGPCVEPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKCDKTHTGGGGQGGGGQGGGGOGGGGQGGGGQEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGRYIDETAVAWFRQAPGKGREFVAGIGGGVDITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTA
VYYCGARPGRPLITSKVADLYPYWGQGTLVTVSSPP

67

DIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRASQGISHYLVWFQOKPGKVPKRLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGT
EFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQCGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SENRGEC

68

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVSTLPPSQEEMTKNQVSLMCLVYGFYPSDICVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSVLTVD
KSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

69

ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQGDMTK
NQVQLTCLVKGEYPSDICVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLASRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSLG

70

GGGGQGGGGOGGGGQGGGGQ

71

GSYWIC

72

CIYSTSGGRTYYASWVKG

73

GDDSISDAYFDL

74

QSSQSVYNNNRLA

75

DASTLAS

76

QGTYFSSGWSWA

77

QSLEESGGDLVKPEGSLTLTCTASGEFSFSGSYWICWVRQAPGKGLEWIGCIYSTSGGRTYYASWVKGRE
TISKTSSTTVTLOMTSLTAADTATYFCARGDDSISDAYFDLWGPGTLVTVSS

78

ALDMTQTASPVSAAVGGTVTINCQSSQSVYNNNRLAWYQQOKPGOPPKLLIYDASTLASGVPSRFKGSGSGT
QFTLTISGVQSDDSATYYCQGTYFSSGWSWAFGGGTEVVVK

79

QSLEESGGDLVKPEGSLTLTCTASGFSFSGSYWICWVRQAPGKGLEWIGCIYSTSGGRTYYASWVKGRETI
SKTSSTTVTLOMTSLTAADTATYFCARGDDSISDAYFDLWGPGTLVTVSSASTKGPCVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
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80

ALDMTQTASPVSAAVGGTVTINCQOSSQSVYNNNRLAWYQQOKPGQOPPKLLIYDASTLASGVPSRFKGSGS
GTQFTLTISGVQSDDSATYYCQGTYFSSGWSWAFGGGTEVVVKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC

81 CUGUACAAGUGCUCAGUUCCA

82 UGGAACUGAGCACUUGUACAGGA

83 UGUACAAGUGCUCAGUUCCAA

84 UUGGAACUGAGCACUUGUACAGG

85 GAGCAAGUGACAAAUGUUGGA

86 UCCAACAUUUGUCACUUGCUCUU

87 UUCCAAUGUGCCCAGUCAUGA

88 UCAUGACUGGGCACAUUGGAACU

89 AGUGACUACCACUUAUUUCUA

90 UAGAAAUAAGUGGUAGUCACUUA

91 GUGACUACCACUUAUUUCUAA

92 UUAGAAAUAAGUGGUAGUCACUU

93 mC*mU*mGmUMAMC fAMAfGEfULGMCMUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6)
94 [VPmU] * £G*mGmAMA £ CmUmMGMAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG *mG*mA

95 mC*mU*mGmUMAMCMAMA £fGEU£GmCMUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6)

96 [VPmU] * £G*mGmA £ AMC £UMGMAMGMCMAMC £UMU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA

97 [VPmU] * £G*mGmA £AMCmMU £ GmAMGMCmMAMC £ UmU £ GmUmMAMCmMAMG *mG*mA

98 [VPmU] * £G* £GmMAMAMC £ UMGMAMGMCMAMC £UmMU £ GmUMAMCmMAMG *mG *mA

99 1AbmC*mU*mGMUMAMC £AMA £GfULGMCMUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6)
100 mU*mG*mUMAMCMAfAMGEUL£GECMUMCMAMGMUMUMCMC *mA*mA* (amino C6)
101 [VPmU] * fU*mGmGmMA f AmCmUmMGMAMGMCmMA £ CmU fUmGmUmMAMCmMA *mG *mG
102 mG*mU*mGMAMCMULAMC£CEfALfCMUMUMAMUMUMUMCMU*mA*mA* (amino C6)
103 [VPmU] * fU*mAMGMA f AmAMUMAMAMGMUMG £ GmU £ AmMGmUmMCmMAMC *mU *mU
104 mG*mA*mGmMCmMAMALGMUEGEAfCMAMAMAMUMGMUMUMG*mG*mA* (amino C6)
105 [VPmU] * £C*mCmAmMA £ CmAMUMUMUMGMUMC £ AmC £ UmUmGmMCmUMC *mU*mU
106 mA*mG*mUmGMAMC fUMAfCEfCEfAMCMUMUMAMUMUMUMC *mU*mA* (amino C6)
107 [VPmU] * £A*mGmAMA £ AmMUMAMAMGMUMGMG £ UmA £ GmUmCmAMCmMU *mU*mA
108 1AbmA*mG*mUMGMAMC fUMA £C £CE£AMCMUMUMAMUMUMUMC*mU*mA* (amino C6)
109 1 GGCGACGACC AGAAGGGGCC CAAGAGAGGG GGCGAGCGAC CGAGCGCCGC GACGCGGAAG

61 TGAGGTGCGT

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

GCTCCCTCAC
GAGTGGCCAT
AAAGGACTTT
GTGGCAGAAG
GAGGGAGTGG
GTTGGAGGAG
GGGAGCATTG
GGAGCCCCAC
GAAATGCCTT
CTCCCAGTTT
TGTGCCCAGT
AGTGATTGAA

GCGGGCTGCA
GCCTTGCCTT
TCGACGACAG
CAAAGGCCAA
CAGCAGGAAA
TGCATGGTGT
CAGTGGTGAC
CAGCAGCCAC
AGGAAGGAAT
CTGAGGAAGG
CTTGAGATCT
CATGACATTT
GTATCTGTAC

GCGCAGACCC CGGCCCGGCC CCTCCGAGAG CGTCCTGGGC
GCCTTTCCAC CCTCGTGAGC GGAGAACTGG

CAAGCCTTCT
TGTGGTGTAA
GGAGGGAGTT
GACAAAAGAG
GGCAACAGTG
GGGTGTGACA
TGGCTTTGTC
TCTGGAAGAT
GTATCAAGAC
GCTGACAGAT
CTCAAAGTTT
CTGCCCCCAC
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AGGAATTCAT
GTGGCTGCTG
GGTGTTCTCT
GCTGAGAAGA
GCAGTAGCCC
AAAAAGGACC
ATGCCTGTGG
TACGAACCTG
GTTCCATCCT
TTACAGTGTA
TCAGCATTTC

TAGCCATGGA
CTGAGAAAAC
ATGTAGGCTC
CCAAAGAGCA
AGAAGACAGT
AGTTGGGCAA
ATCCTGACAA
AAGCCTAAGA
GTACAAGTGC
TCTCGAAGTC
GGTGCTTCCC

TGTATTCATG
CAAACAGGGT
CAAAACCAAG
AGTGACAAAT
GGAGGGAGCA
GAATGAAGAA
TGAGGCTTAT
AATATCTTTG
TCAGTTCCAA
TTCCATCAGC
TTTCACTGAA




841 GTGAATACAT GGTAGCAGGG TCTTTGTGTG CTGTGGATTT TGTGGCTTCA

901 TTAAAACAAA TTAAAAACAC
961 TTGTTGCTGT TGTTCAGAAG

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

TGTCTTTTAA
ATACTTAAAA
CCATTTTGCG
AACGTTATCT
CATGCTTATA
ATAGCCATTT
CACTCGGAAT
AAGTGGCTGT
TGGTCTATTT
TTTGATGTGT
ATTGTTATTT
TGAATGCTGT
GTGGGTTCCC
CCATAAGACA
TGTTTAACTC
TCTCTTTTTC
TTGGAACTAC
GCCTCCTTTA
CTCTTTCAGG
AACTCTGTAT
AGTCATTTCT
CTAGCAGTTT
AGGAGGAATG
AGAGAGACTA
AGTTTCTTGT

ATTTCAGGAA
ATTTTAAAAA
TAGCAGTGAC
TGTGGATACA
TTGAGCAGTG
AAAGTTCTTT
ATTCACCTGC
TTCTCCCAAG
GTGCACTTTG
GGGGTCTTTT
GGCTTATCCA

TGATACTGTC
ATATGTGAGC
ATGTGTTTTA
CATTGCAAAA
AGCAACATGA
GAAGAAGGAG
TCCCTGAAGC
GATTAATTAT
CTCCCTTCAA
ATGTGTTTAT
TTGTCTCGAA
ACCTTTCTGA
GGGAACTAAG
CATTAGCACA
AGCATTCCTC
TCTCGCTCTC
CAGAGTCACC
AATGTTGCCA
GAAGATCTAT
AAATTAATTT
AAAAGTCACT
ATATGTATTC
AGTGACTATA
CTACAGAGTG
TTTATTTAAG

GGTTAGAAAG
TTTAAAAGTA
CTAGAACAAT
AATTCTCCTT
AATTACTTTA
AAGTCATATA
CAAGTGGCCT
TTATTCAGCC
GCACACAATT
TCAGAATCTC
GTATGTAGCT

CTAAGTGACT ACCACTTATT TCTAAATCCT
TTGTTAGTGA TTTGCTATCA TATATTATAA

TAAGAATAAT
ATGAAACTAT
TTCACTTGTG
ATATTTTATT
ATTAAGAACT
GAATTTTAGA
AACACTGCCA
TGAAAGTGGG
TCCTGTCAAT
AATTGTTATA
ATAATTTTTT
CAATAAATAA
CAGTGTAGAA
TATTAGCACA
ACTTTTTTTT
TTTTTTTTTT
TTAAAGGAGA
AATATATGAA
TAACTCCCCA
AAAAATTATT
AGTAGAAAGT
ATGAGTAATG
AGGATGGTTA
CTAAGCTGCA
TTATGTTTAA

TGGCGGTTAG
TTGGTATTAA
TTGAGATTAG
TAAAGTGTTT
TATATCTTAA
AGCCTTTTCA
GAGGATCAAT
TCATATGACT
GGGAACAGAA
TGCACTAGTG
ATTTGTGACA

GACGTATTGT
GCACCTATAA
TTTGTATATA
TTTATCCCAT
GACACAAAGG
AGAGGTAGAG
GAAGTGTGTT
GTGTTGAAGA
GTTTGCTTTA
CATTTTTAAT
AGTTAAAATC
TATTCGACCA
GATGATTTTG
TTCAAGGCTC
TTTAATCATC
TTTTTTTACA
TCAATTCTCT
TTCTAGGATT
TGGGTGCTGA
TGGTTTCTCT
ATAATTTCAA
TGATATATAT
CCATAGAAAC
TGTGTCATCT
GCAAGGAAAG

GATATATTTT
ATTAAGAAAT
GAAAGTTGTG
CTTCCCTTAA
TAGTTTATTT
GGAAGCTTGT
CCAGTCCTAG
CCACGGTCGG
CAATCTAATG
TGAGATGCAA
TAATAAATAT

GAAATTTGTT
ATACTAAATA
AATGGTGAGA
CTCACTTTAA
ACAAAAATAT
AAAATGGAAC
TTGGTATGCA
CCCCAACTAC
CGTATTTTGG
TGAGCCTTTT
TATTTTGTCT
TGAATAAAAA
ACTACACCCT
TGAGAGAATG
AGAAATTCTC
GGAAATGCCT
AGACTGATAA
TTTCCTTAGG
AAATAAACTT
TTTTAATTAT
GACAGAATAT
TGGGCGCTGG
TTCCTTTTTT
TACACTAGAG
GATTTGTTAT

AAATCTACCT
AGAGGACAGA
ACCATGAATT
TATTTATCTG
GGGACCAAAC
CTCATATTCA
GTTTATTTTG
CTTTACCAAA
TGTGGTTTGG
ACATGTTTCC
ATACATATAT

ATCTACGATG
CACTATTTTT
GATTTTTAGG
AATATATATA
TGAAATTTTA
ATTAAAATAA
TAATAAAAAT
AAAGTTATTA
ATTAACCCTA
CTGGTTCCTT
TATTGTAGAG
GGAACTGTTG
ATTAACATAT
GATATTGGTG
AAAAAAAAAA
CCTTAGAGAG
TGGTTAACTT
TCTCTCTCTC
TTAAACATCG
AAATTTCATG
AAAGGTTTTT
GATGGTGAAA
TCTGGGGCAT
TCTAGACATG
TGAGGAAGGA
ACCTAATTGA
AGAAATGGTA
TGAACAGTAT

AAAGCAGCAT
ACTAGACTGA
TAAGGATTTA
ACGGTAATTT
ACTTAAACAA
CTCCCGAGAC
CAGACTTACA
ACAGTTCAGA
TATTCCAAGT
TCATCTTTCT
GAAAATA

110

1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH GVATVAEKTK
61 EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP
121 DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

111

1 MMDQARSAFS NLEFGGEPLSY TRFSLARQVD GDNSHVEMKL AVDEEENADN NTKANVTKPK
61 RCSGSICYGT IAVIVFFLIG FMIGYLGYCK GVEPKTECER LAGTESPVRE EPGEDFPAAR

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

RLYWDDLKRK
VWRDQHFVKI
KDFEDLYTPV
AHLGTGDPYT
STCRMVTSES
VGTALLLKLA
YINLDKAVLG
AFPFLAYSGI
LTHDVELNLD
GNAEKTDREV

LSEKLDSTDF
QVKDSAQNSV
NGSIVIVRAG
PGFPSFNHTQ
KNVKLTVSNV
OME'SDMVLKD
TSNFKVSASP
PAVSFCFCED
YERYNSQLLS
MKKLNDRVMR

TGTIKLLNEN
IIVDKNGRLV
KITFAEKVAN
FPPSRSSGLP
LKEIKILNIF
GFQPSRSIIF
LLYTLIEKTM
TDYPYLGTTM
FVRDLNQYRA
VEYHFLSPYV

SYVPREAGSQ
YLVENPGGYV
AESLNAIGVL
NIPVQTISRA
GVIKGEVEPD
ASWSAGDEGS
QNVKHPVTGQ
DTYKELIERI
DIKEMGLSLQ
SPKESPFRHV

KDENLALYVE
AYSKAATVTG
IYMDQTKFPTI
AAEKLFGNME
HYVVVGAQRD
VGATEWLEGY
FLYQDSNWAS
PELNKVARAA
WLYSARGDFEF
FWGSGSHTLP

NQFREFKLSK
KLVHANFGTK
VNAELSFFGH
GDCPSDWKTD
AWGPGAAKSG
LSSLHLKAFT
KVEKLTLDNA
AEVAGQFVIK
RATSRLTTDF
ALLENLKLRK
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721 ONNGAFNETL FRNQLALATW TIQGAANALS GDVWDIDNEF

112

1 MMDQARSAFS NLFGGEPLSY TRFSLARQVD GDNSHVEMKL AADEEENADN NMKASVRKPK
61 RENGRLCFAA IALVIFFLIG FMSGYLGYCK RVEQKEECVK LAETEETDKS ETMETEDVPT

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

SSRLYWADLK
SKVWRDEHYV
TKKDFEELSY
GHAHLGTGDP
IDSSCKLELS
KSSVGTGLLL
AFTYINLDKV
DNAAYPFLAY
ITIKLTHDVEL
TDFHNAEKTN
LROKNITAFN

TLLSEKLNSI
KIQVKSSIGQ
SVNGSLVIVR
YTPGFPSFNH
QNONVKLIVK
KLAQVEFSDMI
VLGTSNFKVS
SGIPAVSFCF
NLDYEMYNSK
REVMREINDR
ETLFRNQLAL

EFADTIKQLS
NMVTIVQSNG
AGEITFAEKV
TQFPPSQSSG
NVLKERRILN
SKDGFRPSRS
ASPLLYTLMG
CEDADYPYLG
LLSFMKDLNQ
IMKVEYHFLS
ATWTIQGVAN

ONTYTPREAG
NLDPVESPEG
ANAQSFNAIG
LPNIPVQTIS
IFGVIKGYEE
ITFASWTAGD
KIMQDVKHPV
TRLDTYEALT
FKTDIRDMGL
PYVSPRESPF
ALSGDIWNID

SQKDESLAYY
YVAFSKPTEV
VLIYMDKNKF
RAAAEKLFGK
PDRYVVVGAQ
FGAVGATEWL
DGKSLYRDSN
QKVPQLNQMV
SLOWLYSARG
RHIFWGSGSH
NEF

IENQFHEFKF
SGKLVHANFG
PVVEADLALF
MEGSCPARWN
RDALGAGVAA
EGYLSSLHLK
WISKVEKLSF
RTAAEVAGQL
DYFRATSRLT
TLSALVENLK

113

HHHHHHCKRVEQKEECVKLAETEETDKSETMETEDVPTSSRLYWADLKTLLSEKLNSIEFADTIKQLSQ
NTYTPREAGSQKDESLAYYIENQFHEFKEFSKVWRDEHYVKIQVKSSIGONMVTIVQSNGNLDPVESPEG
YVAFSKPTEVSGKLVHANFGTKKDFEELSYSVNGSLVIVRAGEITFAEKVANAQSFNAIGVLIYMDKNK
FPVVEADLALFGHAHLGTGDPYTPGFPSENHTQFPPSQSSGLPNIPVQTISRAAAEKLEGKMEGSCPAR
WNIDSSCKLELSONONVKLIVKNVLKERRILNIFGVIKGYEEPDRYVVVGAQRDALGAGVAAKSSVGTG
LLLKLAQVESDMISKDGFRPSRSIIFASWTAGDFGAVGATEWLEGYLSSLHLKAFTYINLDKVVLGTSN
FKVSASPLLYTLMGKIMQODVKHPVDGKSLYRDSNWISKVEKLSFDNAAYPFLAYSGIPAVSFCFCEDAD
YPYLGTRLDTYEALTQKVPQLNOQMVRTAAEVAGQLIIKLTHDVELNLDYEMYNSKLLSFMKDLNQEKTD
IRDMGLSLOWLYSARGDYFRATSRLTTDFHNAEKTNRFVMREINDRIMKVEYHFLSPYVSPRESPFRHI
FWGSGSHTLSALVENLKLRQKNITAFNETLERNQLALATWTIQGVANALSGDIWNIDNEF

114

HHHHHHCKGVEPKTECERLAGTESPVREEPGEDFPAARRLYWDDLKRKLSEKLDSTDFTGT IKLLNENSYV
PREAGSQKDENLALYVENQFREFKLSKVWRDQHFVKIQVKDSAQNSVIIVDKNGRLVYLVENPGGYVAYSK
AATVTGKLVHANFGTKKDFEDLYTPVNGSIVIVRAGKITFAEKVANAESLNAIGVLIYMDQTKFPIVNAEL
SFFGHAHLGTGDPYTPGEFPSFNHTQFPPSRSSGLPNIPVQTISRAAAEKLEFGNMEGDCPSDWKTDSTCRMV
TSESKNVKLTVSNVLKEIKILNIFGVIKGFVEPDHYVVVGAQRDAWGPGAAKSGVGTALLLKLAQMFESDMV
LKDGFQPSRSITIFASWSAGDEFGSVGATEWLEGYLSSLHLKAFTY INLDKAVLGTSNFKVSASPLLYTLIEK
TMONVKHPVTGQFLYQDSNWASKVEKLTLDNAAFPFLAYSGIPAVSFCFCEDTDYPYLGTTMDTYKELIER
IPELNKVARAAAEVAGQFVIKLTHDVELNLDYERYNSQLLSEVRDLNQYRADIKEMGLSLOQWLY SARGDFEF
RATSRLTTDEFGNAEKTDRFVMKKLNDRVMRVEYHEFLSPYVSPKESPFRHVFWGSGSHTLPALLENLKLRKQ
NNGAFNETLEFRNQLALATWTIQGAANALSGDVWDIDNEF

115

HHHHHHHHGKPIPNPLLGLDSTGGGGSDSAQNSVIIVDKNGRLVYLVENPGGYVAYSKAATVTGKLVHA
NFGTKKDFEDLYTPVNGSIVIVRAGKITFAEKVANAESLNAIGVLIYMDOQTKEFPIVNAELSFEFGHAHLG
GGGGGLPNIPVQTISRAAAEKLFGNMEGDCPSDWKTDSTCRMVTSESKNVKLTVS

116

CUGUACAAGNGCUCAGUUCCA, en donde n es una entidad abésica.

117

mC*mU*mGmUmAMCMAMA £Gn £GmCmUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6), en donde n

es la entidad abésica en la Tabla 10.

118

mC*mU*mGmUmMAMC fAMA £Gn £GmCmUMCMAMGMUMUMC*mC*mA* (amino C6), en donde n

es la entidad abésica en la Tabla 10.

119

FGNMEGDCPSDWKTDSTCR

120

GUGGAAGUAAAAUCUGAGAAA

121

UUUCUCAGAUUUUACUUCCACCU

122

CCAAGUGUGGCUCAUUAGGCA

123

UGCCUAAUGAGCCACACUUGGAG

124

UGCAAAUAGUCUACAAACCAA

125

UUGGUUUGUAGACUAUUUGCACC

126

mG*mU*mGMGMAMALGMUEAfAfAMAMUMCMUMGMAMGMA*MA*mMA*  (amino C6)

127

[VPmU] * £U*mUmCmU £ CmAMGMAMUMUMUMU £ AmC £ UmUmCmCmAmMC *mC *mU

128

mC*mC*mAMAMGMUEGMUEGEGECMUMCMAMUMUMAMGMG*mC*mA* (amino C6)

129

[VPmU] * £G*mCmCmU f AmMAMUMGMAMGMCmMC £ AmC £ AMCmUmMUMGmMG *mA *mG
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130

mU*mG*mCmAMAMAfUMAfGEfULfCmUMAMCMAMAMAMCMC*mMA*mA* (amino C6)

131 [VPmU] * £U*mGmGmMU £ UmMUMGMUMAMGMAMC £ UmA £ UmUmUmGmMCmMA*mC*mC

132 mG*mU*mGmGMAMAMGMU fAfAfAMAMUMCMUMGMAMGMA*mMA*mA* (amino C6)

133 [VPmU] *£U*mUmMC £fUMCmA £ GmAMUMUMUMU £ AmMC £ UmUmMCmCmMAMC *mC*mU

134 mC*mC*mAMAMGMUMGMU£G£GECMUMCMAMUMUMAMGMG*mC*mA* (amino C6)

135 [VPmU] * £G6*mCmC £ UmAMA £fUmGMAMGMCmMC £ AmMC £fAMCMUMUMGMG *mA*mG

136 mU*mG*mCmAMAMAMUMALGEfULCmUMAMCMAMAMAMCMC *mA*mA* (amino C6)

137 [VPmU] * £U*mGmG £ UmUmU £ GmUMAMGMAMC £ UmA £ UmUmUmGmMCmA*mC*mC

138 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHGYSNSDAFDNWGQGTLVTVSSASTKGPCVFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVSTLPPSQEEMTKNQVSLMCLVYGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSVLTVD
KSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

139 ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQGDMTK
NQVQLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLASRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSLG

140 mC*mU*mGmUMAMC £AMAfGfU£GMCmMUMCMAMGMUMUMC *mC *mA

141 mC*mU*mGmUMAMCMAMAfGEfUfGMCMUMCMAMGMUMUMC *mC *mA

142 1AbmC*mU*mGmUMAMC fAMA£GEU£GMCmUMCMAMGMUMUMC *mC *mA

143 mU*mG*mUMAMCMAfAMGEUL£GEfCmUMCMAMGMUMUMCMC *mA *mA

144 mG*mU*mGMAMCMU£AMC fCE£AfCmUMUMAMUMUMUMCMU *mA *mA

145 mG*mA*mGMCMAMALGMUEGEAfCmMAMAMAMUMGMUMUMG *mG *mA

146 mA*mG*mUMGMAMC fUMA fC£CEfAMCMUMUMAMUMUMUMC *mU *mA

147 1AbmMA*mG*mUMGMAMC fUMA£C£CfAMCMUMUMAMUMUMUMC *mU*mA

148 mC*mU*mGmUmMAMCMAMA £Gn £GmCmUmMCmAMGMUMUMC *mC *mA

149 mC*mU*mGmUmMAMC £AMA £fGn £GmCmUMCmMAMGMUMUMC *mC *mA

150 mG*mU*mGmMGMAMA£GMUfAfAfAMAMUMCMUMGMAMGMA *mA *mA

151 mC*mC*mAMAMGMUEGMUEGE£GEfCMUMCMAMUMUMAMGMG *mC *mA

152 mU*mG*mCmAMAMAfUMAfGEfUfCmUMAMCMAMAMAMCMC *mA *mA

153 mG*mU*mGMGMAMAMGMU fAfA fAMAMUMCMUMGMAMGMA *mA *mA

154 mC*mC*mAMAMGMUMGMU£G£GfCmUMCMAMUMUMAMGMG *mC *mA

155 mU*mG*mCmAMAMAMUMA fGfUfCmUMAMCMAMAMAMCMC *mA *mA

156 GCAGTCACCGCCACCCACCAGCTCCGGCACCAACAGCAGCGCCGCTGCCACCGCCCACCT

TCTGCCGCCGCCACCACAGCCACCTTCTCCTCCTCCGCTGTCCTCTCCCGTCCTCGCCTC
TGTCGACTATCAGGTGAACTTTGAACCAGGATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTG
ATGGAAGATCACGCTGGGACGTACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACC
ATGCACCAAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGAATCTCCCCTGCAGACC
CCCACTGAGGACGGATCTGAGGAACCGGGCTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAGCACTCCA
ACAGCGGAAGATGTGACAGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCTCCCGGCAAGCAGGCTGCC
GCGCAGCCCCACACGGAGATCCCAGAAGGAACCACAGCTGAAGAAGCAGGCATTGGAGAC
ACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCAAGAGCCTGAAAGTGGTAAG
GTGGTCCAGGAAGGCTTCCTCCGAGAGCCAGGCCCCCCAGGTCTGAGCCACCAGCTCATG
TCCGGCATGCCTGGGGCTCCCCTCCTGCCTGAGGGCCCCAGAGAGGCCACACGCCAACCT
TCGGGGACAGGACCTGAGGACACAGAGGGCGGCCGCCACGCCCCTGAGCTGCTCAAGCAC
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CAGCTTCTAGGAGACCTGCACCAGGAGGGGCCGCCGCTGAAGGGGGCAGGGGGCAAAGAG

AGGCCGGGGAGCAAGGAGGAGGTGGATGAAGACCGCGACGTCGATGAGTCCTCCCCCCAA
GACTCCCCTCCCTCCAAGGCCTCCCCAGCCCAAGATGGGCGGCCTCCCCAGACAGCCGCC
AGAGAAGCCACCAGCATCCCAGGCTTCCCAGCGGAGGGTGCCATCCCCCTCCCTGTGGAT
TTCCTCTCCAAAGTTTCCACAGAGATCCCAGCCTCAGAGCCCGACGGGCCCAGTGTAGGG
CGGGCCAAAGGGCAGGATGCCCCCCTGGAGTTCACGTTTCACGTGGAAATCACACCCAAC
GTGCAGAAGGAGCAGGCGCACTCGGAGGAGCATTTGGGAAGGGCTGCATTTCCAGGGGCC
CCTGGAGAGGGGCCAGAGGCCCGGGGCCCCTCTTTGGGAGAGGACACAAAAGAGGCTGAC
CTTCCAGAGCCCTCTGAAAAGCAGCCTGCTGCTGCTCCGCGGGGGAAGCCCGTCAGCCGG
GTCCCTCAACTCAAAGCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGAC
AAAAAAGCCAAGACATCCACACGTTCCTCTGCTAAAACCTTGAAAAATAGGCCTTGCCTT
AGCCCCAAACACCCCACTCCTGGTAGCTCAGACCCTCTGATCCAACCCTCCAGCCCTGCT
GTGTGCCCAGAGCCACCTTCCTCTCCTAAATACGTCTCTTCTGTCACTTCCCGAACTGGC
AGTTCTGGAGCAAAGGAGATGAAACTCAAGGGGGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACA
CCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAGCA
AAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGCGACTAAGCAAGTCCAGAGAAGA
CCACCCCCTGCAGGGCCCAGATCTGAGAGAGGTGAACCTCCAAAATCAGGGGATCGCAGC
GGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGCCGCTCCCGCACCCCGTCCCTT
CCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCG
CCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAAT
GTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTG
CAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGAT
AATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTG
AGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGC
CAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGG
TCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAG
CTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAG
TCGCCAGTGGTGTCTGGGGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGC
AGCATCGACATGGTAGACTCGCCCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCC
CTGGCCAAGCAGGGTTTGTGATCAGGCCCCTGGGGCGGTCAATAATTGTGGAGAGGAGAG
AATGAGAGAGTGTGGAAAAAAAAAGAATAATGACCCGGCCCCCGCCCTCTGCCCCCAGCT
GCTCCTCGCAGTTCGGTTAATTGGTTAATCACTTAACCTGCTTTTGTCACTCGGCTTTGG
CTCGGGACTTCAAAATCAGTGATGGGAGTAAGAGCAAATTTCATCTTTCCAAATTGATGG
GTGGGCTAGTAATAAAATATTTAAAAAAAAACATTCAAAAACATGGCCACATCCAACATT
TCCTCAGGCAATTCCTTTTGATTCTTTTTTCTTCCCCCTCCATGTAGAAGAGGGAGAAGG
AGAGGCTCTGAAAGCTGCTTCTGGGGGATTTCAAGGGACTGGGGGTGCCAACCACCTCTG
GCCCTGTTGTGGGGGTGTCACAGAGGCAGTGGCAGCAACAAAGGATTTGAAACTTGGTGT
GTTCGTGGAGCCACAGGCAGACGATGTCAACCTTGTGTGAGTGTGACGGGGGTTGGGGTG
GGGCGGGAGGCCACGGGGGAGGCCGAGGCAGGGGCTGGGCAGAGGGGAGAGGAAGCACAA
GAAGTGGGAGTGGGAGAGGAAGCCACGTGCTGGAGAGTAGACATCCCCCTCCTTGCCGCT
GGGAGAGCCAAGGCCTATGCCACCTGCAGCGTCTGAGCGGCCGCCTGTCCTTGGTGGCCG
GGGGTGGGGGCCTGCTGTGGGTCAGTGTGCCACCCTCTGCAGGGCAGCCTGTGGGAGAAG
GGACAGCGGGTAAAAAGAGAAGGCAAGCTGGCAGGAGGGTGGCACTTCGTGGATGACCTC
CTTAGAAAAGACTGACCTTGATGTCTTGAGAGCGCTGGCCTCTTCCTCCCTCCCTGCAGG
GTAGGGGGCCTGAGTTGAGGGGCTTCCCTCTGCTCCACAGAAACCCTGTTTTATTGAGTT
CTGAAGGTTGGAACTGCTGCCATGATTTTGGCCACTTTGCAGACCTGGGACTTTAGGGCT
AACCAGTTCTCTTTGTAAGGACTTGTGCCTCTTGGGAGACGTCCACCCGTTTCCAAGCCT
GGGCCACTGGCATCTCTGGAGTGTGTGGGGGTCTGGGAGGCAGGTCCCGAGCCCCCTGTC
CTTCCCACGGCCACTGCAGTCACCCCGTCTGCGCCGCTGTGCTGTTGTCTGCCGTGAGAG
CCCAATCACTGCCTATACCCCTCATCACACGTCACAATGTCCCGAATTCCCAGCCTCACC
ACCCCTTCTCAGTAATGACCCTGGTTGGTTGCAGGAGGTACCTACTCCATACTGAGGGTG
AAATTAAGGGAAGGCAAAGTCCAGGCACAAGAGTGGGACCCCAGCCTCTCACTCTCAGTT
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CCACTCATCCAACTGGGACCCTCACCACGAATCTCATGATCTGATTCGGTTCCCTGTCTC
CTCCTCCCGTCACAGATGTGAGCCAGGGCACTGCTCAGCTGTGACCCTAGGTGTTTCTGC
CTTGTTGACATGGAGAGAGCCCTTTCCCCTGAGAAGGCCTGGCCCCTTCCTGTGCTGAGC
CCACAGCAGCAGGCTGGGTGTCTTGGTTGTCAGTGGTGGCACCAGGATGGAAGGGCAAGG
CACCCAGGGCAGGCCCACAGTCCCGCTGTCCCCCACTTGCACCCTAGCTTGTAGCTGCCA
ACCTCCCAGACAGCCCAGCCCGCTGCTCAGCTCCACATGCATAGTATCAGCCCTCCACAC
CCGACAAAGGGGAACACACCCCCTTGGAAATGGTTCTTTTCCCCCAGTCCCAGCTGGAAG
CCATGCTGTCTGTTCTGCTGGAGCAGCTGAACATATACATAGATGTTGCCCTGCCCTCCC
CATCTGCACCCTGTTGAGTTGTAGTTGGATTTGTCTGTTTATGCTTGGATTCACCAGAGT
GACTATGATAGTGAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGACGCATGTATCTTGAAATGCTT
GTAAAGAGGTTTCTAACCCACCCTCACGAGGTGTCTCTCACCCCCACACTGGGACTCGTG
TGGCCTGTGTGGTGCCACCCTGCTGGGGCCTCCCAAGTTTTGAAAGGCTTTCCTCAGCAC
CTGGGACCCAACAGAGACCAGCTTCTAGCAGCTAAGGAGGCCGTTCAGCTGTGACGAAGG
CCTGAAGCACAGGATTAGGACTGAAGCGATGATGTCCCCTTCCCTACTTCCCCTTGGGGC
TCCCTGTGTCAGGGCACAGACTAGGTCTTGTGGCTGGTCTGGCTTGCGGCGCGAGGATGG
TTCTCTCTGGTCATAGCCCGAAGTCTCATGGCAGTCCCAAAGGAGGCTTACAACTCCTGC
ATCACAAGAAAAAGGAAGCCACTGCCAGCTGGGGGGATCTGCAGCTCCCAGAAGCTCCGT
GAGCCTCAGCCACCCCTCAGACTGGGTTCCTCTCCAAGCTCGCCCTCTGGAGGGGCAGCG
CAGCCTCCCACCAAGGGCCCTGCGACCACAGCAGGGATTGGGATGAATTGCCTGTCCTGG
ATCTGCTCTAGAGGCCCAAGCTGCCTGCCTGAGGAAGGATGACTTGACAAGTCAGGAGAC
ACTGTTCCCAAAGCCTTGACCAGAGCACCTCAGCCCGCTGACCTTGCACAAACTCCATCT
GCTGCCATGAGAAAAGGGAAGCCGCCTTTGCAAAACATTGCTGCCTAAAGAAACTCAGCA
GCCTCAGGCCCAATTCTGCCACTTCTGGTTTGGGTACAGTTAAAGGCAACCCTGAGGGAC
TTGGCAGTAGAAATCCAGGGCCTCCCCTGGGGCTGGCAGCTTCGTGTGCAGCTAGAGCTT
TACCTGAAAGGAAGTCTCTGGGCCCAGAACTCTCCACCAAGAGCCTCCCTGCCGTTCGCT
GAGTCCCAGCAATTCTCCTAAGTTGAAGGGATCTGAGAAGGAGAAGGAAATGTGGGGTAG
ATTTGGTGGTGGTTAGAGATATGCCCCCCTCATTACTGCCAACAGTTTCGGCTGCATTTC
TTCACGCACCTCGGTTCCTCTTCCTGAAGTTCTTGTGCCCTGCTCTTCAGCACCATGGGC
CTTCTTATACGGAAGGCTCTGGGATCTCCCCCTTGTGGGGCAGGCTCTTGGGGCCAGCCT
AAGATCATGGTTTAGGGTGATCAGTGCTGGCAGATAAATTGAAAAGGCACGCTGGCTTGT
GATCTTAAATGAGGACAATCCCCCCAGGGCTGGGCACTCCTCCCCTCCCCTCACTTCTCC
CACCTGCAGAGCCAGTGTCCTTGGGTGGGCTAGATAGGATATACTGTATGCCGGCTCCTT
CAAGCTGCTGACTCACTTTATCAATAGTTCCATTTAAATTGACTTCAGTGGTGAGACTGT
ATCCTGTTTGCTATTGCTTGTTGTGCTATGGGGGGAGGGGGGAGGAATGTGTAAGATAGT
TAACATGGGCAAAGGGAGATCTTGGGGTGCAGCACTTAAACTGCCTCGTAACCCTTTTCA
TGATTTCAACCACATTTGCTAGAGGGAGGGAGCAGCCACGGAGTTAGAGGCCCTTGGGGT
TTCTCTTTTCCACTGACAGGCTTTCCCAGGCAGCTGGCTAGTTCATTCCCTCCCCAGCCA
GGTGCAGGCGTAGGAATATGGACATCTGGTTGCTTTGGCCTGCTGCCCTCTTTCAGGGGT
CCTAAGCCCACAATCATGCCTCCCTAAGACCTTGGCATCCTTCCCTCTAAGCCGTTGGCA
CCTCTGTGCCACCTCTCACACTGGCTCCAGACACACAGCCTGTGCTTTTGGAGCTGAGAT
CACTCGCTTCACCCTCCTCATCTTTGTTCTCCAAGTAAAGCCACGAGGTCGGGGCGAGGG
CAGAGGTGATCACCTGCGTGTCCCATCTACAGACCTGCAGCTTCATAAAACTTCTGATTT
CTCTTCAGCTTTGAAAAGGGTTACCCTGGGCACTGGCCTAGAGCCTCACCTCCTAATAGA
CTTAGCCCCATGAGTTTGCCATGTTGAGCAGGACTATTTCTGGCACTTGCAAGTCCCATG
ATTTCTTCGGTAATTCTGAGGGTGGGGGGAGGGACATGAAATCATCTTAGCTTAGCTTTC
TGTCTGTGAATGTCTATATAGTGTATTGTGTGTTTTAACAAATGATTTACACTGACTGTT
GCTGTAAAAGTGAATTTGGAAATAAAGTTATTACTCTGATTAAA

157

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHODQEGDTDAGLKESPLOQTPTEDGSEEPG
SETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAG
HVTQEPESGKVVQEGFLREPGPPGLSHQLMSGMPGAPLLPEGPREATRQPSGTGPEDTEG
GRHAPELLKHQLLGDLHQEGPPLKGAGGKERPGSKEEVDEDRDVDESSPQDSPPSKASPA
QODGRPPQTAAREATSIPGFPAEGAIPLPVDFLSKVSTEIPASEPDGPSVGRAKGQDAPLE
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FTFHVEITPNVOQKEQAHSEEHLGRAAFPGAPGEGPEARGPSLGEDTKEADLPEPSEKQPA
AAPRGKPVSRVPQLKARMVSKSKDGTGSDDKKAKTSTRSSAKTLKNRPCLSPKHPTPGSS
DPLIQPSSPAVCPEPPSSPKYVSSVTSRTGS SGAKEMKLKGADGKTKIATPRGAAPPGQK
GOANATRIPAKTPPAPKTPPSSATKQVORRPPPAGPRSERGEPPKSGDRSGYSSPGSPGT
PGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLOTAPVPMPDLKNVKSKIGSTEN
LKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSL
GNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAK
TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

158

GCAGTCACCGCCACCCACCAGCTCCGGCACCAACAGCAGCGCCGCTGCCACCGCCCACCT
TCTGCCGCCGCCACCACAGCCACCTTCTCCTCCTCCGCTGTCCTCTCCCGTCCTCGCCTC
TGTCGACTATCAGGTGAACTTTGAACCAGGATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTG
ATGGAAGATCACGCTGGGACGTACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACC
ATGCACCAAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGAATCTCCCCTGCAGACC
CCCACTGAGGACGGATCTGAGGAACCGGGCTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAGCACTCCA
ACAGCGGAAGCTGAAGAAGCAGGCATTGGAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCT
GGTCACGTGACCCAAGCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGAC
AAAAAAGCCAAGGGGGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCT
CCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCA
AAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAATCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGC
CCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGCCGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCC
ACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCC
AAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAG
ATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTGCAGATAATTAAT
AAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGATAATATCAAACAC
GTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACC
TCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTA
AAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAAT
ATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGC
GAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTG
TCTGGGGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATG
GTAGACTCGCCCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCCCTGGCCAAGCAG
GGTTTGTGATCAGGCCCCTGGGGCGGTCAATAATTGTGGAGAGGAGAGAATGAGAGAGTG

TGGAAAAAAAAAGAATAATGACCCGGCCCCCGCCCTCTGCCCCCAGCTGCTCCTCGCAGT
TCGGTTAATTGGTTAATCACTTAACCTGCTTTTGTCACTCGGCTTTGGCTCGGGACTTCA
AAATCAGTGATGGGAGTAAGAGCAAATTTCATCTTTCCAAATTGATGGGTGGGCTAGTAA
TAAAATATTTAAAAAAAAACATTCAAAAACATGGCCACATCCAACATTTCCTCAGGCAAT
TCCTTTTGATTCTTTTTTCTTCCCCCTCCATGTAGAAGAGGGAGAAGGAGAGGCTCTGAA
AGCTGCTTCTGGGGGATTTCAAGGGACTGGGGGTGCCAACCACCTCTGGCCCTGTTGTGG
GGGTGTCACAGAGGCAGTGGCAGCAACAAAGGATTTGAAACTTGGTGTGTTCGTGGAGCC
ACAGGCAGACGATGTCAACCTTGTGTGAGTGTGACGGGGGTTGGGGTGGGGCGGGAGGCC
ACGGGGGAGGCCGAGGCAGGGGCTGGGCAGAGGGGAGAGGAAGCACAAGAAGTGGGAGTG
GGAGAGGAAGCCACGTGCTGGAGAGTAGACATCCCCCTCCTTGCCGCTGGGAGAGCCAAG
GCCTATGCCACCTGCAGCGTCTGAGCGGCCGCCTGTCCTTGGTGGCCGGGGGTGGGGGCC
TGCTGTGGGTCAGTGTGCCACCCTCTGCAGGGCAGCCTGTGGGAGAAGGGACAGCGGGTA
AAAAGAGAAGGCAAGCTGGCAGGAGGGTGGCACTTCGTGGATGACCTCCTTAGAAAAGAC
TGACCTTGATGTCTTGAGAGCGCTGGCCTCTTCCTCCCTCCCTGCAGGGTAGGGGGCCTG
AGTTGAGGGGCTTCCCTCTGCTCCACAGAAACCCTGTTTTATTGAGTTCTGAAGGTTGGA
ACTGCTGCCATGATTTTGGCCACTTTGCAGACCTGGGACTTTAGGGCTAACCAGTTCTCT
TTGTAAGGACTTGTGCCTCTTGGGAGACGTCCACCCGTTTCCAAGCCTGGGCCACTGGCA
TCTCTGGAGTGTGTGGGGGTCTGGGAGGCAGGTCCCGAGCCCCCTGTCCTTCCCACGGCC
ACTGCAGTCACCCCGTCTGCGCCGCTGTGCTGTTGTCTGCCGTGAGAGCCCAATCACTGC
CTATACCCCTCATCACACGTCACAATGTCCCGAATTCCCAGCCTCACCACCCCTTCTCAG
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TAATGACCCTGGTTGGTTGCAGGAGGTACCTACTCCATACTGAGGGTGAAATTAAGGGAA
GGCAAAGTCCAGGCACAAGAGTGGGACCCCAGCCTCTCACTCTCAGTTCCACTCATCCAA
CTGGGACCCTCACCACGAATCTCATGATCTGATTCGGTTCCCTGTCTCCTCCTCCCGTCA
CAGATGTGAGCCAGGGCACTGCTCAGCTGTGACCCTAGGTGTTTCTGCCTTGTTGACATG
GAGAGAGCCCTTTCCCCTGAGAAGGCCTGGCCCCTTCCTGTGCTGAGCCCACAGCAGCAG
GCTGGGTGTCTTGGTTGTCAGTGGTGGCACCAGGATGGAAGGGCAAGGCACCCAGGGCAG
GCCCACAGTCCCGCTGTCCCCCACTTGCACCCTAGCTTGTAGCTGCCAACCTCCCAGACA
GCCCAGCCCGCTGCTCAGCTCCACATGCATAGTATCAGCCCTCCACACCCGACAAAGGGG
AACACACCCCCTTGGAAATGGTTCTTTTCCCCCAGTCCCAGCTGGAAGCCATGCTGTCTG
TTCTGCTGGAGCAGCTGAACATATACATAGATGTTGCCCTGCCCTCCCCATCTGCACCCT
GTTGAGTTGTAGTTGGATTTGTCTGTTTATGCTTGGATTCACCAGAGTGACTATGATAGT
GAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGACGCATGTATCTTGAAATGCTTGTAAAGAGGTTT
CTAACCCACCCTCACGAGGTGTCTCTCACCCCCACACTGGGACTCGTGTGGCCTGTGTGG
TGCCACCCTGCTGGGGCCTCCCAAGTTTTGAAAGGCTTTCCTCAGCACCTGGGACCCAAC
AGAGACCAGCTTCTAGCAGCTAAGGAGGCCGTTCAGCTGTGACGAAGGCCTGAAGCACAG
GATTAGGACTGAAGCGATGATGTCCCCTTCCCTACTTCCCCTTGGGGCTCCCTGTGTCAG
GGCACAGACTAGGTCTTGTGGCTGGTCTGGCTTGCGGCGCGAGGATGGTTCTCTCTGGTC
ATAGCCCGAAGTCTCATGGCAGTCCCAAAGGAGGCTTACAACTCCTGCATCACAAGAAAA
AGGAAGCCACTGCCAGCTGGGGGGATCTGCAGCTCCCAGAAGCTCCGTGAGCCTCAGCCA
CCCCTCAGACTGGGTTCCTCTCCAAGCTCGCCCTCTGGAGGGGCAGCGCAGCCTCCCACC
AAGGGCCCTGCGACCACAGCAGGGATTGGGATGAATTGCCTGTCCTGGATCTGCTCTAGA
GGCCCAAGCTGCCTGCCTGAGGAAGGATGACTTGACAAGTCAGGAGACACTGTTCCCAAA
GCCTTGACCAGAGCACCTCAGCCCGCTGACCTTGCACAAACTCCATCTGCTGCCATGAGA
AAAGGGAAGCCGCCTTTGCAAAACATTGCTGCCTAAAGAAACTCAGCAGCCTCAGGCCCA
ATTCTGCCACTTCTGGTTTGGGTACAGTTAAAGGCAACCCTGAGGGACTTGGCAGTAGAA
ATCCAGGGCCTCCCCTGGGGCTGGCAGCTTCGTGTGCAGCTAGAGCTTTACCTGAAAGGA
AGTCTCTGGGCCCAGAACTCTCCACCAAGAGCCTCCCTGCCGTTCGCTGAGTCCCAGCAA
TTCTCCTAAGTTGAAGGGATCTGAGAAGGAGAAGGAAATGTGGGGTAGATTTGGTGGTGG
TTAGAGATATGCCCCCCTCATTACTGCCAACAGTTTCGGCTGCATTTCTTCACGCACCTC
GGTTCCTCTTCCTGAAGTTCTTGTGCCCTGCTCTTCAGCACCATGGGCCTTCTTATACGG
AAGGCTCTGGGATCTCCCCCTTGTGGGGCAGGCTCTTGGGGCCAGCCTAAGATCATGGTT
TAGGGTGATCAGTGCTGGCAGATAAATTGAAAAGGCACGCTGGCTTGTGATCTTAAATGA
GGACAATCCCCCCAGGGCTGGGCACTCCTCCCCTCCCCTCACTTCTCCCACCTGCAGAGC
CAGTGTCCTTGGGTGGGCTAGATAGGATATACTGTATGCCGGCTCCTTCAAGCTGCTGAC
TCACTTTATCAATAGTTCCATTTAAATTGACTTCAGTGGTGAGACTGTATCCTGTTTGCT
ATTGCTTGTTGTGCTATGGGGGGAGGGGGGAGGAATGTGTAAGATAGTTAACATGGGCAA
AGGGAGATCTTGGGGTGCAGCACTTAAACTGCCTCGTAACCCTTTTCATGATTTCAACCA
CATTTGCTAGAGGGAGGGAGCAGCCACGGAGTTAGAGGCCCTTGGGGTTTCTCTTTTCCA
CTGACAGGCTTTCCCAGGCAGCTGGCTAGTTCATTCCCTCCCCAGCCAGGTGCAGGCGTA
GGAATATGGACATCTGGTTGCTTTGGCCTGCTGCCCTCTTTCAGGGGTCCTAAGCCCACA
ATCATGCCTCCCTAAGACCTTGGCATCCTTCCCTCTAAGCCGTTGGCACCTCTGTGCCAC
CTCTCACACTGGCTCCAGACACACAGCCTGTGCTTTTGGAGCTGAGATCACTCGCTTCAC
CCTCCTCATCTTTGTTCTCCAAGTAAAGCCACGAGGTCGGGGCGAGGGCAGAGGTGATCA
CCTGCGTGTCCCATCTACAGACCTGCAGCTTCATAAAACTTCTGATTTCTCTTCAGCTTT
GAAAAGGGTTACCCTGGGCACTGGCCTAGAGCCTCACCTCCTAATAGACTTAGCCCCATG
AGTTTGCCATGTTGAGCAGGACTATTTCTGGCACTTGCAAGTCCCATGATTTCTTCGGTA
ATTCTGAGGGTGGGGGGAGGGACATGAAATCATCTTAGCTTAGCTTTCTGTCTGTGAATG
TCTATATAGTGTATTGTGTGTTTTAACAAATGATTTACACTGACTGTTGCTGTAAAAGTG
AATTTGGAAATAAAGTTATTACTCTGATTAAA
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MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGSEEPG
SETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKT
KIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSR
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SRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLOQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQ
PGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIH
HKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHG
AEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
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GCAGTCACCGCCACCCACCAGCTCCGGCACCAACAGCAGCGCCGCTGCCACCGCCCALCCT
TCTGCCGCCGCCACCACAGCCACCTTCTCCTCCTCCGCTGTCCTCTCCCGTCCTCGCCTC
TGTCGACTATCAGGTGAACTTTGAACCAGGATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTG
ATGGAAGATCACGCTGGGACGTACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACC
ATGCACCAAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGCTGAAGAAGCAGGCATT
GGAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCAAGCTCGCATGGTC
AGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAAAAGCCAAGGGGGCTGATGGTAAA
ACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCC
ACCAGGATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCT
CCAAAATCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGC
CGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTG
GTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTG
CCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCAC
CAGCCGGGAGGCGGGAAGGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACC
TCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTA

AAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAAT
ATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGC
GAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTG
TCTGGGGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATG
GTAGACTCGCCCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCCCTGGCCAAGCAG
GGTTTGTGATCAGGCCCCTGGGGCGGTCAATAATTGTGGAGAGGAGAGAATGAGAGAGTG
TGGAAAAAAAAAGAATAATGACCCGGCCCCCGCCCTCTGCCCCCAGCTGCTCCTCGCAGT
TCGGTTAATTGGTTAATCACTTAACCTGCTTTTGTCACTCGGCTTTGGCTCGGGACTTCA
AAATCAGTGATGGGAGTAAGAGCAAATTTCATCTTTCCAAATTGATGGGTGGGCTAGTAA
TAAAATATTTAAAAAAAAACATTCAAAAACATGGCCACATCCAACATTTCCTCAGGCAAT
TCCTTTTGATTCTTTTTTCTTCCCCCTCCATGTAGAAGAGGGAGAAGGAGAGGCTCTGAA
AGCTGCTTCTGGGGGATTTCAAGGGACTGGGGGTGCCAACCACCTCTGGCCCTGTTGTGG
GGGTGTCACAGAGGCAGTGGCAGCAACAAAGGATTTGAAACTTGGTGTGTTCGTGGAGCC
ACAGGCAGACGATGTCAACCTTGTGTGAGTGTGACGGGGGTTGGGGTGGGGCGGGAGGCC
ACGGGGGAGGCCGAGGCAGGGGCTGGGCAGAGGGGAGAGGAAGCACAAGAAGTGGGAGTG
GGAGAGGAAGCCACGTGCTGGAGAGTAGACATCCCCCTCCTTGCCGCTGGGAGAGCCAAG
GCCTATGCCACCTGCAGCGTCTGAGCGGCCGCCTGTCCTTGGTGGCCGGGGGTGGGGGCC
TGCTGTGGGTCAGTGTGCCACCCTCTGCAGGGCAGCCTGTGGGAGAAGGGACAGCGGGTA
AAAAGAGAAGGCAAGCTGGCAGGAGGGTGGCACTTCGTGGATGACCTCCTTAGAAAAGAC
TGACCTTGATGTCTTGAGAGCGCTGGCCTCTTCCTCCCTCCCTGCAGGGTAGGGGGCCTG
AGTTGAGGGGCTTCCCTCTGCTCCACAGAAACCCTGTTTTATTGAGTTCTGAAGGTTGGA
ACTGCTGCCATGATTTTGGCCACTTTGCAGACCTGGGACTTTAGGGCTAACCAGTTCTICT
TTGTAAGGACTTGTGCCTCTTGGGAGACGTCCACCCGTTTCCAAGCCTGGGCCACTGGCA
TCTCTGGAGTGTGTGGGGGTCTGGGAGGCAGGTCCCGAGCCCCCTGTCCTTCCCACGGCC
ACTGCAGTCACCCCGTCTGCGCCGCTGTGCTGTTGTCTGCCGTGAGAGCCCAATCACTGC
CTATACCCCTCATCACACGTCACAATGTCCCGAATTCCCAGCCTCACCACCCCTTCTCAG
TAATGACCCTGGTTGGTTGCAGGAGGTACCTACTCCATACTGAGGGTGAAATTAAGGGAA
GGCAAAGTCCAGGCACAAGAGTGGGACCCCAGCCTCTCACTCTCAGTTCCACTCATCCAA
CTGGGACCCTCACCACGAATCTCATGATCTGATTCGGTTCCCTGTCTCCTCCTCCCGTCA
CAGATGTGAGCCAGGGCACTGCTCAGCTGTGACCCTAGGTGTTTCTGCCTTGTTGACATG
GAGAGAGCCCTTTCCCCTGAGAAGGCCTGGCCCCTTCCTGTGCTGAGCCCACAGCAGCAG
GCTGGGTGTCTTGGTTGTCAGTGGTGGCACCAGGATGGAAGGGCAAGGCACCCAGGGCAG
GCCCACAGTCCCGCTGTCCCCCACTTGCACCCTAGCTTGTAGCTGCCAACCTCCCAGACA
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GCCCAGCCCGCTGCTCAGCTCCACATGCATAGTATCAGCCCTCCACACCCGACAAAGGGG
AACACACCCCCTTGGAAATGGTTCTTTTCCCCCAGTCCCAGCTGGAAGCCATGCTGTCTG
TTCTGCTGGAGCAGCTGAACATATACATAGATGTTGCCCTGCCCTCCCCATCTGCACCCT
GTTGAGTTGTAGTTGGATTTGTCTGTTTATGCTTGGATTCACCAGAGTGACTATGATAGT
GAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGACGCATGTATCTTGAAATGCTTGTAAAGAGGTTT
CTAACCCACCCTCACGAGGTGTCTCTCACCCCCACACTGGGACTCGTGTGGCCTGTGTGG
TGCCACCCTGCTGGGGCCTCCCAAGTTTTGAAAGGCTTTCCTCAGCACCTGGGACCCAAC
AGAGACCAGCTTCTAGCAGCTAAGGAGGCCGTTCAGCTGTGACGAAGGCCTGAAGCACAG
GATTAGGACTGAAGCGATGATGTCCCCTTCCCTACTTCCCCTTGGGGCTCCCTGTGTCAG
GGCACAGACTAGGTCTTGTGGCTGGTCTGGCTTGCGGCGCGAGGATGGTTCTCTCTGGTC
ATAGCCCGAAGTCTCATGGCAGTCCCAAAGGAGGCTTACAACTCCTGCATCACAAGAAAA
AGGAAGCCACTGCCAGCTGGGGGGATCTGCAGCTCCCAGAAGCTCCGTGAGCCTCAGCCA
CCCCTCAGACTGGGTTCCTCTCCAAGCTCGCCCTCTGGAGGGGCAGCGCAGCCTCCCACC
AAGGGCCCTGCGACCACAGCAGGGATTGGGATGAATTGCCTGTCCTGGATCTGCTCTAGA
GGCCCAAGCTGCCTGCCTGAGGAAGGATGACTTGACAAGTCAGGAGACACTGTTCCCAAA
GCCTTGACCAGAGCACCTCAGCCCGCTGACCTTGCACAAACTCCATCTGCTGCCATGAGA
AAAGGGAAGCCGCCTTTGCAAAACATTGCTGCCTAAAGAAACTCAGCAGCCTCAGGCCCA
ATTCTGCCACTTCTGGTTTGGGTACAGTTAAAGGCAACCCTGAGGGACTTGGCAGTAGAA
ATCCAGGGCCTCCCCTGGGGCTGGCAGCTTCGTGTGCAGCTAGAGCTTTACCTGAAAGGA
AGTCTCTGGGCCCAGAACTCTCCACCAAGAGCCTCCCTGCCGTTCGCTGAGTCCCAGCAA
TTCTCCTAAGTTGAAGGGATCTGAGAAGGAGAAGGAAATGTGGGGTAGATTTGGTGGTGG
TTAGAGATATGCCCCCCTCATTACTGCCAACAGTTTCGGCTGCATTTCTTCACGCACCTC
GGTTCCTCTTCCTGAAGTTCTTGTGCCCTGCTCTTCAGCACCATGGGCCTTCTTATACGG
AAGGCTCTGGGATCTCCCCCTTGTGGGGCAGGCTCTTGGGGCCAGCCTAAGATCATGGTT
TAGGGTGATCAGTGCTGGCAGATAAATTGAAAAGGCACGCTGGCTTGTGATCTTAAATGA
GGACAATCCCCCCAGGGCTGGGCACTCCTCCCCTCCCCTCACTTCTCCCACCTGCAGAGC
CAGTGTCCTTGGGTGGGCTAGATAGGATATACTGTATGCCGGCTCCTTCAAGCTGCTGAC
TCACTTTATCAATAGTTCCATTTAAATTGACTTCAGTGGTGAGACTGTATCCTGTTTGCT
ATTGCTTGTTGTGCTATGGGGGGAGGGGGGAGGAATGTGTAAGATAGTTAACATGGGCAA
AGGGAGATCTTGGGGTGCAGCACTTAAACTGCCTCGTAACCCTTTTCATGATTTCAACCA
CATTTGCTAGAGGGAGGGAGCAGCCACGGAGTTAGAGGCCCTTGGGGTTTCTCTTTTCCA
CTGACAGGCTTTCCCAGGCAGCTGGCTAGTTCATTCCCTCCCCAGCCAGGTGCAGGCGTA
GGAATATGGACATCTGGTTGCTTTGGCCTGCTGCCCTCTTTCAGGGGTCCTAAGCCCACA
ATCATGCCTCCCTAAGACCTTGGCATCCTTCCCTCTAAGCCGTTGGCACCTCTGTGCCAC
CTCTCACACTGGCTCCAGACACACAGCCTGTGCTTTTGGAGCTGAGATCACTCGCTTCAC
CCTCCTCATCTTTGTTCTCCAAGTAAAGCCACGAGGTCGGGGCGAGGGCAGAGGTGATCA
CCTGCGTGTCCCATCTACAGACCTGCAGCTTCATAAAACTTCTGATTTCTCTTCAGCTTT
GAAAAGGGTTACCCTGGGCACTGGCCTAGAGCCTCACCTCCTAATAGACTTAGCCCCATG
AGTTTGCCATGTTGAGCAGGACTATTTCTGGCACTTGCAAGTCCCATGATTTCTTCGGTA
ATTCTGAGGGTGGGGGGAGGGACATGAAATCATCTTAGCTTAGCTTTCTGTCTGTGAATG
TCTATATAGTGTATTGTGTGTTTTAACAAATGATTTACACTGACTGTTGCTGTAAAAGTG
AATTTGGAAATAAAGTTATTACTCTGATTAAA
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MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEEAGIGDTPSLEDEA
AGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGOKGQANATRIPAKTPPA
PKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSS
AKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIH
HKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHG
AEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
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FEDLY
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LFGNMEEGDCPSDWKTDSTCR
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AGKIT
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165

VEKLTLD

166

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCVASGFTESSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISRSSSYIYYADSVKGRET
ISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARIHGYSNSDAFDKWGQGTLVTVSSASTKGPCVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVD
KSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

167

ESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSLG
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