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DESCRIPCION
Titulo de la Invencion
PEPTIDO DE AFINIDAD CON RECEPTOR DE TRANSFERRINA
HUMANA
Campo De La Invencion
[0001] La presente invencidn, en una modalidad, se refiere a un péptido
que tiene una afinidad para el receptor de transferrina humana, el cual se
utiliza para unirse a un compuesto (una proteina, acido nucleico,
compuesto con bajo peso molecular, entre otros) que necesita mostrar su
funcion en un sistema nervioso central (SNC) y al cual se le permite pasar
a través de una barrera hematoencefalica, y un uso del mismo.
Antecedentes De La Invencion
[0002] Los capilares que suministran sangre a la mayoria de los tejidos
del cerebro, salvo para varias regiones que incluyen los o6rganos que
rodean los ventriculos (glandula pineal, gldndula pituitaria y cuerno
posterior), son diferentes de los capilares presentes en otros tejidos, como,
por ejemplo, los musculos ya que las células endoteliales que forman el
endotelio se adhieren estrechamente entre si por medio de una adhesion
intracelular fuerte. Por lo tanto, se obstaculizar el transporte pasivo de
una sustancia de la sangre al cerebro, y a excepcion de una sustancia
soluble en grasa o una sustancia que tiene un peso molecular pequefio
(200 a 500 Dalton o menos) y que son eléctricamente neutros en la
vecindad de un pH fisioldgico, es dificil que la sustancia migre de un
capilar a un parénquima cerebral. Dicho mecanismo que restringe el
intercambio de sustancias entre la sangre y el fluido de tejido cerebral a

través del endotelio capilar cerebral es llamado una barrera
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hematoencefalica (BHE). Ademds, la barrera hematoencefalica
también restringe el intercambio de sustancias entre el fluido de tejido y
la sangre en el sistema nervioso central, incluyendo, el cerebro y la
médula espinal, ademas del cerebro.

[0003] Debido a la presencia de la barrera hematoencefélica, la
mayoria de las células del sistema nervioso central mantienen su
homeostasis bioquimica sin ser afectadas por la fluctuacion de
concentracion de sustancias, como, por ejemplo, hormonas y citocinas en
la sangre. Sin embargo, la presencia de la barrera hematoencefalica
profundiza un problema en el desarrollo de un farmaco. Por ejemplo,
para mucopolisacaridosis tipo II (sindrome de Hunter), el cual es un
trastorno metabolico hereditario ocasionado por la deficiencia de
iduronato-2-sulfatasa, se ha llevado a cabo una terapia de reemplazo de
enzima mediante la administracion intravenosa de iduronato-2-sulfatasa
recombinante. Sin embargo, para las anormalidades importantes del
sistema nervioso central (SNC) observadas en el sindrome de Hunter, la
iduronato-2-sulfatasa tiene baje efectividad debido a que ésta no puede
pasar a través de la barrera hematoencefalica. Ademads, para una
enfermedad del sistema nervioso central, como, por ejemplo, una
enfermedad de Alzheimer y tumor cerebral, es necesario permitir que el
farmaco llegue al sistema nervioso central, pero un farmaco que no puede
pasar a través de la barrera hematoencefalica no puede mostrar una
efectividad farmacologica.

[0004] Se han desarrollado diversos métodos que permiten que dicha
sustancia polimérica se active en el sistema nervioso central, como, por

ejemplo, al permitir el paso de una proteina a través de la barrera
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hematoencefalica.  Se han informado sobre varios métodos que
modifica una sustancia polimérica que tiene una afinidad para una
proteina de membrana presente en una célula endotelial de un capilar
cerebral. Los ejemplos de la proteina de membrana presente en la célula
endotelial del capilar cerebral incluyen receptores de compuestos, como,
por ejemplo, insulina, transferrina, factor de crecimiento parecido a la
insulina (IGF-I, IGF-II), LDL y leptina. Entre los anteriores, con
respecto al anticuerpo en contra del receptor de transferrina, se ha
informado sobre un anticuerpo que puede pasar a través de la barrera
hematoencefalica para migrar al parénquima cerebral y el cual se une a
un farmaco para se activara en el sistema nervioso central y que puede
permitir a dicho farmaco migrar al cerebro (Literatura de Patente 1 a 8).
[0005] Ademas, en 2021, se ha comercializado un agente para tratar el
sindrome de Hunter (IZCARGO (marca registrada)) que puede ejercer
una efectividad farmacoldgica en el sistema nervioso central al pasar a
través de la barrera hematoencefalica, en el cual la iduronato-2-sulfatasa
se une a un anticuerpo de receptor de anti-transferrina (Literatura No
Patentada 1).
Lista de Citas
Literatura de Patentes
[0006]

[Literatura de Patente 1] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2007/0082380

[Literatura de Patente 2] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2008/0152645

[Literatura de Patente 3] Solicitud de Patente Estadounidense,
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Publicacion No. 2009/0053219

[Literatura de Patente 4] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacién No. 2011/0110935

[Literatura de Patente 5] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2018/0171012

[Literatura de Patente 6] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2018/0179291

[Literatura de Patente 7] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2020/0317798

[Literatura de Patente 8] Solicitud de Patente Estadounidense,
Publicacion No. 2020/0384061
Literatura No Patentada
[0007]

[Literatura No Patentada 1] Inserto de Paquete de [ZCARGO
(nombre marcario) para infusion I. V. de 10 mg, Primera Edicion,
creado en marzo de 2021.

Breve Descripcion De La Invencion

Problema Técnico

[0008] Un objeto de la presente invencion, ante la presencia de ciertos
antecedentes, es proporcionar un péptido que tiene una afinidad para el
receptor de transferrina humana, el cual puede utilizarse para unirse a un
compuesto (una proteina, acido nucleico, compuesto con bajo peso
molecular, entre otros) que necesita mostrar su funcion en un sistema
nervioso central (SNC) y al cual se le permite pasar a través de una barrera
hematoencefalica, y un uso del mismo.

Solucion del Problema
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[0009] En los estudios dirigidos al objeto anterior, los inventores de la
presente, como resultado de un estudio diligente, han descubierto que un
péptido (péptido de regidon variable de anticuerpo de cadena pesada de
anti-hTfR) obtenido a través de un método de produccién descrito en
detalle en esta memoria descriptiva, el péptido que tiene una afinidad para
un receptor de transferrina humana (hTfR) y que incluye una regién
variable de un anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR que reconoce de
manera especifica una region extracelular de hTfR, pasa de manera
eficiente a través de la barrera hematoencefalica, y han completado la
presente invencion. Esto es, la presente invencion incluye lo siguiente:
En la invencién que se muestra a continuacién (1 a 104), el término
“péptido de afinidad con receptor de transferrina humana” puede
reemplazarse con un péptido que incluye una region variable de un
anticuerpo de cadena pesada, y el término “péptido” puede reemplazarse
con una proteina.

1. Un péptido que tiene una afinidad por un receptor de
transferrina humana (un péptido de afinidad con receptor de transferrina
humana) que comprende una region variable de anticuerpo de cadena
pesada que tiene tres regiones de determinacidon complementarias de
CDR1, CDR2 y CDR3.

en donde el péptido se selecciona a partir del grupo que consiste
en los siguientes (1) y (2),

(1) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de

aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
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secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQID NO: 12,y

(2) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID NO: 13 o SEQ ID
NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la
secuencia de aminodcido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18.

2. Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana,
el cual es un péptido seleccionado a partir del grupo que consiste en los
siguientes (1) a (3),

(1) un péptido que tiene 80% o mdas de una identidad de
secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 4, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las
secuencias de aminoacido que se muestra en (1) del 1 antes descrito,

(2) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 5, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las
secuencias de aminoacido que se muestra en (1) del 1 antes descrito, y

(3) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 6, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las

secuencias de aminoacido que se muestra en (2) del 1 antes descrito.
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3. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 2 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia de
aminoacido es 85% o mas.

4. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 2 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia de
aminoacido es 90% o mas.

5. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 2 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia de
aminoacido es 95% o mas.

6. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 1 antes descrito, en donde el péptido incluye la secuencia
de aminodcido seleccionada a partir del grupo que consiste en (1) a (3),

(1) una secuencia de aminoacido en la cual los aminodcidos 1 a
10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4 se
sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminodacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de aminodcido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 12,

(2) una secuencia de aminoacido en la cual los aminodcidos 1 a
10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 5 se
sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminoacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
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secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQID NO: 12,y

(3) una secuencia de aminoacido en la cual los aminoacidos 1 a
10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 6 se
sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminoacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 13 o
SEQ ID NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la
secuencia de aminodcido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18.

7. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 6 antes descrito, en donde el nimero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 5.

8. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con el 6 antes descrito, en donde el nimero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 3.

9. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con cualquiera de 1 a 8 antes descritos, en donde el péptido tiene
una afinidad por una region extracelular de un receptor de transferrina
humana y una region extracelular de un receptor de transferrina de mono.

10. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 9 antes descrito, en donde una constante de disociacion
con la regidon extracelular del receptor de transferrina humana y una
constante de disociacidon con la region extracelular del receptor de
transferrina de mono son 5 x 10" M a 5 x 107 M.

11. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
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de acuerdo con el 9 antes descrito, en donde ambas constantes de
disociacion con la region extracelular del receptor de transferrina humana
son todos 5x 10" M a5 x 10® M.

12. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 9 antes descrito, en donde en un caso en donde un valor
de una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina humana se designa como 1, un valor de una constante de
disociacion con el receptor de transferrina de mono es 1 a 10.

13. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 9 antes descrito, en donde en un caso en donde un valor
de una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina humana se designa como 1, un valor de una constante de
disociacion con el receptor de transferrina de mono es 3 a 10.

14. Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
en el cual una pluralidad del péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 13 antes descritos,
se unen, en donde el péptido de afinidad con receptor de transferrina
humana se selecciona a partir del grupo que consiste en los siguientes (1)
a(3),

(1) un péptido en el cual 2 a 10 de los péptidos de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquierade 1 a 12 antes
descritos se unen de manera directa o a través de un ligador,

(2) un péptido en el cual 2 o 3 de los péptidos de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 12 antes
descritos se unen de manera directa o a través de un ligador, y

(3) un péptido en el cual 2 de los péptidos de afinidad con
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receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 12 antes
descritos se unen de manera directa o a través de un ligador,

15. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 14 antes descrito, en donde cada uno de los ligadores
enlazan una pluralidad de los péptidos de afinidad con receptor de
transferrina humana entre si es un ligador peptidico que consiste en 1 a 6
aminoacidos.

16. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 14 antes descrito, en donde la secuencia de aminoacido
del ligador peptidico se selecciona a partir del grupo que consiste en un
aminodcido, la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de
aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la
secuencia de aminodcido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de aminoacido
establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, y SEQ ID NO: 25.

17. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 14 antes descrito, en donde la secuencia de aminoacido
del ligador peptidico consiste en la secuencia de aminoacido en la cual 2
a 10 secuencias de aminoacido cada una se selecciona a partir del grupo
que consiste en un aminodcido, la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-
Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de
aminodcido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, y SEQ ID
NO: 21 se configuran en serie.

18. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana

de acuerdo con el 1 antes descrito, en donde el péptido incluye la

10
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secuencia de aminoacido seleccionada a partir del grupo que consiste en
las secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5,y SEQ ID NO: 6.

19. Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana,
el cual incluye la secuencia de aminoacido en la cual 1 a 10 aminoacidos
en la secuencia de aminoacido seleccionados a partir del grupo que
consiste en las secuencias establecidas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5,y SEQ ID NO: 6 se sustituyen, eliminan o afiaden.

20. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 37 antes descrito, en donde el nimero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 5.

21. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 37 antes descrito, en donde el nimero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 3.

22. un complejo de farmaco-péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana, en el cual un farmaco se une al péptido de afinidad
con receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 21
antes descritos.

23. El complejo de acuerdo con el 22 antes descrito, en donde el
farmaco es cualquiera de los siguientes: una proteina (A) diferente, un
acido nucleico, o un compuesto de bajo peso molecular.

24. Una proteina de fusion del péptido de afinidad con receptor
de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 21 antes
descritos, y una proteina (A) diferente.

25. La proteina de fusion de acuerdo con el 24 antes descrito, en

la cual el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une

11
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de manera directa o a través del ligador a la terminal C de la proteina (A)
diferente.

26. La proteina de fusion de acuerdo con el 24 antes descrito, en
la cual el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une
de manera directa o a través del ligador a la terminal N de la proteina (A)
diferente.

27. La proteina de fusién de acuerdo con el 25 o 26 antes
descritos, en donde el ligador que enlaza el péptido de afinidad con
receptor de transferrina humana con la proteina (A) diferente es un
ligador peptidico que consiste en 1 a 60 aminoacidos.

28. La proteina de fusion de acuerdo con el 27 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoéacido del ligador peptidico que enlaza el
péptido de afinidad con receptor de transferrina humana a la proteina (A)
diferente se selecciona a partir del grupo que consiste en un aminoacido,
la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-ser,
la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido
Gly-Gly-Gly, y las secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 24, y SEQ ID NO: 25.

29. La proteina de fusion de acuerdo con el 27 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico que enlaza el
péptido de afinidad con receptor de transferrina humana a la proteina (A)
diferente consiste en la secuencia de aminoéacido en la cual 2 a 10
secuencias de aminoacido se selecciona cada uno a partir del grupo que
consiste en un aminodcido, la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la

secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-
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Ser, la secuencia de aminodcido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de
aminodcido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, y SEQ ID
NO: 21 se configuran en serie.

30. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 29
antes descritos, en donde la proteina (A) diferente es una proteina
derivada a partir de un humano.

31. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 30
antes descritos, en donde la proteina (A) diferente es una citocina, un
factor de crecimiento o un farmaco de anticuerpo.

32. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 30
antes descritos, en donde la proteina (A) diferente se selecciona a partir
del grupo que consiste en un factor de crecimiento nervioso derivado del
cerebro un factor de crecimiento nervioso derivado del cerebro (BDNF),
un factor de crecimiento nervioso (NGF), una enzima lisosomal, un factor
neurotrdfico ciliar (CNTF), un factor neurotréfico derivado de la linea
celular glial (GDNF), una neurotrofina 3, una neurotrofina 4/5, una
neurotrofina 6, una neuregulina 1, una eritropoyetina, una darbepoetina,
una activina, un factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), un
factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2), un factor de crecimiento
epidérmico (EGF), un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
un interferén o, un interferon B, un interferén vy, una interleucina 6, un
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
un factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), un factor
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), un receptor del factor
de necrosis tumoral a (receptor TNF-a), un ligando de PD-1, una PD-L1,

una PD-L2, una enzima con actividad de degradacion de B-amiloide, un
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anticuerpo anti-f-amiloide, un anticuerpo anti-BACE, un anticuerpo anti-
EGFR, un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo
anti-PD-L2, un anticuerpo anti-HER2, un anticuerpo anti-TNF-a y un
anticuerpo anti-CTLA-4.

33. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 30
antes descritos, en donde la proteina (A) diferente es una enzima
lisosomal, y la enzima lisosomal se selecciona a partir del grupo que
consiste en a-L-iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa, a-glucosidasa acida,
glucocerebrosidasa, [-galactosidasa, proteina activadora de GM2, -
hexosaminidasa A, [-hexosaminidasa B, N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa, o-manosidasa, P-manosidasa, galactosilceramidasa,
saposina C, arilsulfatasa A, a-L-fucosidasa, aspartilglucosaminidasa, a-
N-acetilgalactosaminidasa, esfingomielinasa 4cida, a-galactosidasa A, -
glucuronidasa, heparan N-sulfatasa, a-N-acetilglucosaminidasa, acetil-
CoA o-glucosaminida N-acetiltransferasa, N-acetilglucosamina-6-
sulfatasa, ceramidasa 4cida, amilo-1,6-glucosidasa, sialidasa, tioesterasa
de proteina palmitoilada-1, tripeptidil peptidasa-1, hialuronidasa-1,
CLNI1 y CLN2.

34. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 33
antes descritos, en donde la seroalbiimina se une con la proteina de fusion.

35. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 24 a 33
antes descritos, en donde una region de Fc de IgG humana se une con la
proteina de fusion.

36. Un &cido nucleico que codifica el péptido de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 1 a 21 de

los antes descritos.
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37. Un acido nucleico que codifica la proteina de fusion de
acuerdo con cualquiera de 24 a 35 de los antes descritos.

38. Un vector de expresion que comprendel dcido nucleico de
acuerdo con 36 o 37 antes descritos.

39. Una célula transformada con el vector de expresion de
acuerdo con el 38 antes descrito.

40. La célula de acuerdo con el 39 antes descrito, en donde la
célula se deriva a partir de un mamifero.

41. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 1 antes descrito, el cual se selecciona a partir del grupo
que consiste en los siguientes (1) a (3),

(1) un péptido que tiene 80% o mdas de una identidad de
secuencia a la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4, en
el cual la secuencia de aminoicido de CDRI1 es la secuencia de
aminodacido establecida en SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, la secuencia
de aminoacido de CDR2 es la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10, y la secuencia de aminoacido de CDR3
es la secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQ ID
NO: 12,

(2) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia a la secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID NO: 5, en
el cual la secuencia de aminoacido de CDRI es la secuencia de
aminodacido establecida en SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, la secuencia
de aminoacido de CDR2 es la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10, y la secuencia de aminoacido de CDR3
es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQ ID

15



10

15

20

25

FP24-0169-00

NO: 12,y

(3) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia a la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 6, en
el cual la secuencia de aminodcido de CDRI es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14, la
secuencia de aminodcido de CDR2 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la secuencia de
aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 17 0o SEQ ID NO: 18.

42. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 41 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia
de aminoécido es 85% o mas.

43. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 41 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia
de aminoécido es 90% o mas.

44. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 41 antes descrito, en donde la identidad de la secuencia
de aminodcido es 95% o mas.

45. Un complejo de farmaco-péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana, en el cual un farmaco se une al péptido de afinidad
con receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de 37 a
44 antes descritos.

46. El complejo de acuerdo con el 45 antes descrito, en donde el
farmaco es cualquiera de los siguientes: una proteina (A) diferente, un
acido nucleico, o un compuesto de bajo peso molecular.

47. Una proteina de fusion de un péptido de afinidad con
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receptor de transferrina humana, el cual tiene una afinidad por una
molécula presente en una superficie de una célula endotelial vascular
como un antigeno, y una proteina (A) diferente, en donde el péptido de
afinidad con receptor de transferrina humana se une con la terminal C de
la proteina (A) diferente directamente o a través de un ligador, o en donde
el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une con la
terminal N de la proteina (A) diferente directamente o a través del ligador.

48. La proteina de fusion de acuerdo con el 47 antes descrito, en
donde el ligador es un ligador peptidico que consiste en 1 a 60
aminoacidos.

49. La proteina de fusion de acuerdo con el 48 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico se selecciona a
partir del grupo que consiste en un aminoacido, la secuencia de
aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de
aminodcido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las
secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
y SEQ ID NO: 25.

50. La proteina de fusidén de acuerdo con el 48 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico consiste en la
secuencia de aminoécido en la cual 2 a 10 secuencias de aminoacido cada
una se selecciona a partir del grupo que consiste en un aminoacido, la
secuencia de aminodcido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-ser, la
secuencia de aminodcido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Gly-
Gly-Gly, y las secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, y SEQ ID NO: 21 se configuran en serie.
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51. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 46 a 50 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
es una proteina derivada a partir de un humano.

52. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 46 a 51 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
es una citocina, un factor de crecimiento o un farmaco de anticuerpo.

53. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 24 a 51 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
se selecciona a partir del grupo que consiste en un factor de crecimiento
nervioso derivado del cerebro un factor de crecimiento nervioso derivado
del cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una
enzima lisosomal, un factor neurotrofico ciliar (CNTF), un factor
neurotrdéfico derivado de la linea celular glial (GDNF), una neurotrofina
3, una neurotrofina 4/5, una neurotrofina 6, una neuregulina 1, una
eritropoyetina, una darbepoetina, una activina, un factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), un factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGF2), un factor de crecimiento epidérmico (EGF), un factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), un interferon o, un interferon f3,
un interferdn vy, una interleucina 6, un factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF), un factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), un factor estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF), un receptor del factor de necrosis tumoral o
(receptor TNF-a)), un ligando de PD-1, una PD-L1, una PD-L2, una
enzima con actividad de degradacion de B-amiloide, un anticuerpo anti-
B-amiloide, un anticuerpo anti-BACE, un anticuerpo anti-EGFR, un

anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo anti-PD-
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L2, un anticuerpo anti-HER2, un anticuerpo anti-TNF-o y un anticuerpo
anti-CTLA-4.

54. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 46 a 51 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
es una enzima lisosomal, y la enzima lisosomal se selecciona a partir del
grupo que consiste en o-L-iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa, o-
glucosidasa 4cida, glucocerebrosidasa, [-galactosidasa, proteina
activadora de GM2, B-hexosaminidasa A, p-hexosaminidasa B, N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferasa, —a-manosidasa, [-manosidasa,
galactosilceramidasa, saposina C, arilsulfatasa A, a-L-fucosidasa,
aspartilglucosaminidasa, a-N-acetilgalactosaminidasa, esfingomielinasa
acida, a-galactosidasa A, B-glucuronidasa, heparan N-sulfatasa, o-N-
acetilglucosaminidasa, acetil-CoA a-glucosaminida N-acetiltransferasa,
N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, = ceramidasa  acida, amilo-1,6-
glucosidasa, sialidasa, tioesterasa de proteina palmitoilada-1, tripeptidil
peptidasa-1, hialuronidasa-1, CLN1 y CLN2.

55. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 46 a 54
antes descritos, en donde la seroalbimina se une de manera adicional a la
proteina de fusion.

56. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 46 a 54
antes descritos, en donde una regién de Fc de IgG humana se une de
manera adicional a la proteina de fusion.

57. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 45 a 56 antes descritos, en donde la célula endotelial
vascular es una célula endotelial vascular cerebral.

58. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
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cualquiera de 45 a 57 antes descritos, en donde la molécula presente en
una superficie de la célula endotelial vascular se selecciona a partir del
grupo que consiste en un receptor de transferrina (TfR), un receptor de
insulina, un receptor de leptina, un receptor de lipoproteina, un receptor
de IGF, OATP-F, un transportador de anién organico, MCT-8 y un
transportador de monocarboxilato, y es particularmente una molécula
derivada de un humano.

59. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 45 a 57 antes descritos, en donde la molécula presente en
una superficie de la célula endotelial vascular es un receptor de
transferrina (TfR), en particular un receptor de transferrina derivado a
partir de un humano.

60. El complejo de acuerdo con 45 0 46 antes descritos, en donde
el farmaco se une al péptido de afinidad con receptor de transferrina
humana a través de un ligador seleccionado a partir del grupo que consiste
en un polietilenglicol, un polipropilenglicol, un copolimero de
etilenglicol y propilenglicol, un poliol polioxietilado, un alcohol
polivinilico, un polisacarido, una dextrana, un éter de polivinilo, un
polimero biodegradable, un polimero lipidico, una quitina, un acido

hialurdénico, biotina-estreptavidina, y un derivado de los mismos.

61. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con 45 a 60
antes descritos, en donde el péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana es la totalidad o una parte de un anticuerpo de cadena

pesada derivado a partir de un animal camelidae o un receptor de nuevo
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antigeno de inmunoglobulina derivado a partir de peces cartilaginosos.

62. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con 61 antes
descrito, en donde el anticuerpo de cadena pesada es un anticuerpo de
cadena pesada tnica.

63. El complejo o la proteina de fusioén de acuerdo con 61 o 62
antes descritos, en donde el anticuerpo de cadena pesada se selecciona a
partir del grupo que consiste en los siguientes (1) a (4),

(1) un anticuerpo de cadena pesada que consiste en la totalidad
0 una parte de una regién variable de una cadena pesada,

(2) un anticuerpo de cadena pesada que consiste en la totalidad
o una parte de la region variable y una parte de una region bisagra de la
cadena pesada,

(3) un anticuerpo de cadena pesada que consiste en la totalidad
de la region variable y la region bisagra de la cadena pesada, y

(4) un anticuerpo de cadena pesada que consiste en una parte de
una region constante de la cadena pesada ademas de la region variable y
la regidn bisagra de la cadena pesada.

64. Un 4cido nucleico que codifica la proteina de fusion de
acuerdo con cualquiera de 47 a 59, 0 61 a 63 de los antes descritos.

65. Un vector de expresion que incluye el acido nucleico de
acuerdo con 64 antes descrito.

66. Una cé¢lula transformada con el vector de expresion de
acuerdo con el 65 antes descrito.

67. La célula de acuerdo con el 66 antes descrito, en donde la
célula se deriva a partir de un mamifero.

68. Una composicion farmacéutica que comprendel complejo o
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la proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de 45 a 63 antes descritos,
como un ingrediente activo, en particular en donde el ingrediente activo
es el farmaco que muestra una efectividad farmacologica en el sistema
nervioso central al pasar a través de una barrera hematoencefalica.

69. Un péptido de region variable del anticuerpo de cadena
pesada que tiene una afinidad por un receptor de transferrina humana, el
péptido que comprende tres regiones de determinacion complementarias
de CDR1, CDR2 y CDR3, en donde el péptido se selecciona a partir del
grupo que consiste en los siguientes (1) y (2),

(1) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 12, en donde una
combinacidn de las secuencias de aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3,
pueden ser cualquier combinacion, pero de preferencia es una
combinacion de en la cual la secuencia de aminoacido de CDRI1 es la
secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7, la secuencia de
aminoacido de CDR2 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 9, y la secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de
aminodacido establecida en SEQ ID NO: 11, o una combinacidn, en la cual
la secuencia de aminoacido de CDRI1 es la secuencia de aminoacido
establecida en SEQ ID NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la
secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 10, y la secuencia

de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoacido establecida en
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SEQID NO: 12,y

(2) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID NO: 13 o SEQ ID
NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la
secuencia de aminodcido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18, en donde una
combinacion de las secuencias de aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3,
pueden ser cualquier combinacion, pero de preferencia es una
combinacion de en la cual la secuencia de aminoacido de CDRI1 es la
secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 13, la secuencia de
aminoacido de CDR2 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 15, y la secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 17, o una combinacion, en la cual
la secuencia de aminoicido de CDRI1 es la secuencia de aminoacido
establecida en SEQ ID NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es
la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 16, y la secuencia
de aminoéacido de CDR3 es la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 18.

70. Un péptido de region variable del anticuerpo de cadena
pesada que tiene una afinidad por un receptor de transferrina humana, el
péptido que comprende tres regiones de determinacion complementarias
de CDR1, CDR2 y CDR3, en donde el péptido se selecciona a partir del
grupo que consiste en los siguientes (1) a (3),

(1) un péptido que tiene 80% o mdas de una identidad de

secuencia a la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4, en
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la cual las secuencias de aminodcido de CDR1, CDR2 y CDR3 se
muestran en (1) del 69 antes descrito,

(2) un péptido que tiene 80% o mdas de una identidad de
secuencia a la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 5, en
la cual las secuencias de aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3 se
muestran en (1) del 69 antes descrito, y

(3) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia a la secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID NO: 6, en
la cual las secuencias de aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3 se
muestran en (2) del 69 antes descrito.

71. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada seleccionado a partir del grupo que consiste en (1) a (3) del 70
antes descrito, en donde la identidad es 85% o mas.

72. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada seleccionado a partir del grupo que consiste en (1) a (3) del 70
antes descrito, en donde la identidad es 90% o mas.

73. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada seleccionado a partir del grupo que consiste en (1) a (3) del 70
antes descrito, en donde la identidad es 95% o mas.

74. Un péptido de region variable del anticuerpo de cadena
pesada que tiene una afinidad por un receptor de transferrina humana, el
péptido que comprende tres regiones de determinacion complementarias
de CDR1, CDR2 y CDR3, en donde el péptido se selecciona a partir del
grupo que consiste en los siguientes (1) a (3),

(1) un péptido que incluye la secuencia de aminoacido en la cual

los aminoacidos 1 a 10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
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ID NO: 4 se sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual las secuencias de
aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3 se muestran en (1) del 69 antes
descrito,

(2) un péptido que incluye la secuencia de aminoacido en la cual
los aminoacidos 1 a 10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 5 se sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual las secuencias de
aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3 se muestran en (1) del 69 antes
descrito, y

(3) un péptido que incluye la secuencia de aminoacido en la cual
los aminoacidos 1 a 10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 6 se sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual las secuencias de
aminodcido de CDR1, CDR2 y CDR3 se muestran en (2) del 69 antes
descrito.

75. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada seleccionado a partir del grupo que consiste en (1) a (3) del 74
antes descrito, en donde un numero de aminoacidos sustituidos,
eliminados o afiadidos es 1 a 5.

76. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada seleccionado a partir del grupo que consiste en (1) a (3) del 74
antes descrito, en donde un nimero de aminoacidos sustituidos,
eliminados o afadidos es 1 a 3.

77. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con cualquiera de 69 a 76 antes descritos, en donde el
péptido tiene una afinidad por una region extracelular de un receptor de
transferrina humana y una region extracelular de un receptor de

transferrina de mono.
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78. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con el 77 antes descrito, en donde una constante de
disociacion con la region extracelular del receptor de transferrina humana
y una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina de mono son 5x 10" M a 5 x 107 M.

79. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con el 77 antes descrito, en donde una constante de
disociacion con la region extracelular del receptor de transferrina humana
y una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina de mono son 5x 10" M a 1 x 10 M.

80. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con el 77 antes descrito, en donde en un caso en donde
un valor de una constante de disociacion con la region extracelular del
receptor de transferrina humana se designa como 1, un valor de una
constante de disociacion con un receptor de transferrina de mono es 1 a
10.

81. El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana
de acuerdo con el 77 antes descrito, en donde en un caso en donde un
valor de una constante de disociacion con la regidon extracelular del
receptor de transferrina humana se designa como 1, un valor de una
constante de disociacion con el receptor de transferrina de mono es 3 a
10.

82. Un péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada en el cual una pluralidad de péptidos de la regiéon variable del
anticuerpo de cadena pesada de acuerdo con cualquiera de 69 a 81 antes

descritos, se unen, en donde el péptido de afinidad con receptor de
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transferrina humana se selecciona a partir del grupo que consiste en los
siguientes (1) a (3),

(1) un péptido en el cual 2 a 10 de los péptidos de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de acuerdo con 41 a 53 antes
descritos, se unen directamente o a través de un ligador,

(2) un péptido en el cual 2 o 3 de los péptidos de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de acuerdo con 41 a 53 antes
descritos, se unen directamente o a través de un ligador, y

(3) un péptido en el cual 2 de los péptidos de la region variable
del anticuerpo de cadena pesada de acuerdo con 41 a 53 antes descritos,
se unen directamente o a través de un ligador.

83. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con el 82 antes descrito, en donde cada uno de los
ligadores enlazan una pluralidad de los péptidos de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada entre si es un ligador peptidico que consiste
en 1 a 60 aminoacidos.

84. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de acuerdo con el 83 antes descrito, en donde la secuencia de
aminoacido del ligador peptidico se selecciona a partir del grupo que
consiste en un aminoacido, la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-
Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de
aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, y SEQ ID
NO: 25.

85. El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
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pesada, en donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico
consiste en la secuencia de aminoacido en la cual 2 a 10 secuencias de
aminodcido cada una se selecciona a partir del grupo que consiste en un
aminodcido, la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de
aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminodcido Gly-Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de aminoacido
establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, y SEQ ID NO: 21 se
configuran en serie.

86. Un complejo de farmaco-péptido de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada en el cual un péptido de la region variable
del anticuerpo de cadena pesada y un fArmaco se unen entre si, en donde
el péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada es el
péptido de acuerdo con cualquiera de 69 a 85 antes descritos.

87. El complejo de acuerdo con el 86 antes descrito, en donde el
farmaco es cualquiera de los siguientes: una proteina (A) diferente, un
acido nucleico, o un compuesto de bajo peso molecular.

88. Una proteina de fusion de un péptido de la region variable
del anticuerpo de cadena pesada y una proteina (A) diferente, en donde el
péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada es el
péptido de acuerdo con cualquiera de 69 a 85 antes descritos.

89. La proteina de fusion de acuerdo con el 88 antes descrito, en
donde el péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada se
une de manera directa o a través del ligador a la terminal C de la proteina
(A) diferente.

90. La proteina de fusion de acuerdo con el 88 antes descrito, en

donde el péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada se
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une de manera directa o a través del ligador a la terminal N de la proteina
(A) diferente.

91. La proteina de fusion de acuerdo con 89 o 90 antes descrito,
en donde el ligador es un ligador peptidico que consiste en 1 a 60
aminoacidos.

92. La proteina de fusién de acuerdo con el 91 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico se selecciona a
partir del grupo que consiste en un aminoacido, la secuencia de
aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de
aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las
secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
y SEQ ID NO: 25.

93. La proteina de fusion de acuerdo con el 91 antes descrito, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico consiste en la
secuencia de aminodcido en la cual 2 a 10 secuencias de aminoacido cada
una se selecciona a partir del grupo que consiste en un aminoacido, la
secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminodcido Ser-ser, la
secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Gly-
Gly-Gly, y las secuencias de aminodacido establecidas en SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, y SEQ ID NO: 21 se configuran en serie.

94. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 87 a 93 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
es una proteina derivada a partir de un humano.

95. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con

cualquiera de 87 a 94 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
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es una citocina, un factor de crecimiento o un farmaco de anticuerpo.

96. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 87 a 94 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
se selecciona a partir de las proteinas que se muestran en el 35 antes
descrito.

97. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 87 a 94 antes descritos, en donde la proteina (A) diferente
es una enzima lisosomal, y la enzima lisosomal se selecciona a partir de
las proteinas que se muestran en el 36 antes descrito.

98. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 87 a 94 antes descritos, en donde la seroalblimina se une al
complejo o la proteina de fusion.

99. El complejo o la proteina de fusion de acuerdo con
cualquiera de 87 a 94 antes descritos, en donde una region de Fc de IgG
humana se une con la proteina de fusion.

100. Un &cido nucleico que codifica el péptido de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de acuerdo con cualquiera de
69 a 85 de los antes descritos.

101. Un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion de
acuerdo con cualquiera de 88 a 99 de los antes descritos.

102. Un vector de expresion que incluye el acido nucleico de
acuerdo con 100 o 101 antes descritos.

103. Una célula transformada con el vector de expresion de
acuerdo con el 102 antes descrito.

104. La célula de acuerdo con el 103 antes descrito, en donde la

célula se deriva a partir de un mamifero.
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Efectos Ventajosos de la Invencion

[0010] El péptido (péptido de afinidad hTfR) que tiene una afinidad por
el receptor de transferrina humana de acuerdo con una modalidad de la
presente invencion puede unirse a una sustancia que apenas puede pasar
o no a través de la barrera hematoencefalica, y puede permitir a la
sustancia pasar a través de la barrera hematoencefalica y, en
consecuencia, alcanzar el sistema nervioso central. Por lo tanto, la
funcion de la sustancia puede mostrarse en el sistema nervioso central.
Breve Descripcion De Las Figuras

[0011] La Fig. 1 es una grafica que muestra valores cuantitativos de
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab y trastuzumab contenidos en
el cerebelo de un ratén del tipo silvestre 6 horas después de la
administracion de cada uno del péptido de afinidad hTfR-trastuzumab y
el trastuzumab. (1) representa el valor cuantitativo de trastuzumab, (2)
representa el valor cuantitativo de péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 1, (3) representa el valor cuantitativo del péptido de afinidad
con hTfR-trastuzumab 3, y (4) representa el valor cuantitativo del péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab (producto de referencia). EIl eje
vertical indica la cantidad (ug) de estas sustancias contenidas por peso
hiimedo (g).

La Fig. 2 es una fotografia en sustituciéon de un dibujo que
muestra el resultado de la tinciéon inmunohistoquimica de un anticuerpo
anti-hTfR de un cerebelo de un raton del tipo silvestre 6 horas después de
la administracion del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab. (a)
muestra el resultado de la administracion de trastuzumab, (b) muestra el

resultado de la administracion del péptido de afinidad con hTfR-
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trastuzumab 1, (c¢) muestra el resultado de la administracion del péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab 3, y (d) muestra el resultado de la
administracion del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab (producto
de referencia). Cada fotografia ha sido tomada con un aumento de 40X.

La Fig. 3 es una grafica que muestra valores cuantitativos de
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab y trastuzumab contenidos en
el cerebelo de un raton knock-in 6 horas después de la administracion de
cada uno del péptido de afinidad hTfR-trastuzumab y el trastuzumab.
(1) representa el valor cuantitativo de trastuzumab, (2) representa el valor
cuantitativo de péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2, y (3)
representa el valor cuantitativo del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 3. El eje vertical indica la cantidad (pg) de estas sustancias
contenidas por peso himedo (g).

La Fig. 4 es una fotografia en sustituciéon de un dibujo que
muestra el resultado de la tincidn inmunohistoquimica de un anticuerpo
anti-hTfR de un cerebelo de un ratoén knock-in de hTfR 6 horas después
de la administracion del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab. (a)
muestra el resultado de la administracion de trastuzumab, (b) muestra el
resultado de la administracion del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 2, y (¢) muestra el resultado de la administracion del péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab 3. Cada fotografia ha sido tomada
con un aumento de 40X.

Descripcion Detallada De La Invencion
[0012] Un mondémero de un anticuerpo de varios mamiferos que
incluyen un ser humano y un ratén, se forma como un heterotetrdmero,

en el cual dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras se unen de manera
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covalente entre si por medio de un enlace de disulfuro. Cada cadena
tiene una region, en la cual las secuencias de aminoécido de los diferentes
anticuerpos difieren en la terminal N, y esta region se refiere a una region
variable. Enlaregion variable de la cadena pesada, existes tres regiones
de determinacién complementarias que contribuyen de manera
considerable a la unidn especifica con un antigeno. Las tres regiones de
determinacion complementarias son referidas como CDRI1, CDR2 y
CDR3 de laterminal N. De igual forma, en la cadena ligera, existen tres
regiones de determinacion complementarias que contribuyen de manera
considerable con la union especifica con el antigeno, y estas tres regiones
de determinacién complementarias son referidas como CDR1, CDR2 y
CDR3 de la terminal N.

[0013] Una cadena pesada y una cadena ligera forman un par y se unen
de manera especifica con un antigeno. Esto es, la especificidad con el
antigeno se determina de manera considerable por medio de las
secuencias de aminoacido de las 6 CDR de las 3 CDR de la cadena pesada
y las 3 CDR de la cadena ligera. Dado que el mondmero del anticuerpo
de varios mamiferos tiene dos pares de una cadena pesada y una cadena
ligera, el mondmero de un anticuerpo tiene dos regiones que pueden
unirse con el antigeno.

[0014] En la region variable, una region diferente a la CDR es referida
como una region estructural (FR). La cadena pesada y la cadena ligera
cada una tienen cuatro FR, las cuales son referidas como FR1, FR2, FR3
y FR4 de la terminal N. La CDR esta presente entre la FR en la regién
variable.

[0015] LaFR1 esunaregion de la terminal N de una region variable del
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anticuerpo de cadena pesada a un aminoacido adyacente a la terminal N
de la CDRI1. La FR2 es una region entre CDR1 y CDR2. La FR3 es
una region entre CDR2 y CDR3. La FR4 es una region de un
aminodcido adyacente a la terminal C de CDR3 a la terminal C de la
region variable del anticuerpo de cadena pesada.

[0016] Con respecto al mono de los anticuerpos antes descritos de
varios mamiferos (anticuerpos normales), existe un anticuerpo
(anticuerpo de cadena pesada) que no tiene una cadena ligera e incluye
solo una cadena pesada. Por ejemplo, un anticuerpo de cadena pesada
(hclg) producido por medio de un animal camelidae y un nuevo receptor
de anticuerpo de cadena pesada de inmunoglobulina (IgNAR) producido
por peces cartilaginosos, como, por ejemplo, un tiburén. Un anticuerpo
de cadena pesada camelidae (hclg) es un homodimero en el cual dos
cadenas pesadas se unen de manera covalente entre si por medio de un
enlace de disulfuro. Cada cadena pesada tiene una region variable en el
terminal N, y la region variable tiene tres regiones de determinacion
complementarias (CDR) que contribuyen de manera considerable a la
union especifica con un antigeno. Las tres regiones de determinacion
complementarias son referidas como CDRI1, CDR2 y CDR3 de la
terminal N. Ya que cada cadena pesada que constituye la hclg puede
unirse de manera especifica con un antigeno, aunque sea un monomero,
una hclg tiene dos regiones, en las cuales puede unirse un antigeno en una
molécula. En la region variable, una region que no sea la CDR es
referida como una regién estructural (FR), y la disposicion de la helg es
el mismo que el de un anticuerpo normal.

[0017] EI IgNAR también es un homodimero en el cual dos cadenas
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pesadas se unen de manera covalente entre si por medio de una unidn de
disulfuro, de igual forma que la hclg. Cada cadena pesada tiene una
region variable en el terminal N, y la region variable tiene tres regiones
de determinacion complementarias (CDR) que contribuyen de manera
considerable a la unidn especifica con un antigeno. Las tres regiones de
determinacion complementarias son referidas como CDRI1, CDR2 y
CDR3 de la terminal N.  Ya que cada cadena pesada que constituye el
IgNAR puede unirse de manera especifica con un antigeno, aunque sea
un monomero, un IgNAR tiene dos regiones, en las cuales puede unirse
un antigeno en una molécula. En la region variable, una region que no
sea la CDR es referida como una region estructural (FR), y la disposicion
del IgNAR es el mismo que el de un anticuerpo normal.

[0018] Laregion estructural y la CDR en la region variable de la helg o
IgNAR pueden especificarse a partir de una base de datos de ADN que
incluya una secuencia genética de un anticuerpo de linaje celular
reproductivo. Por ejemplo, la secuencia de ADN de linaje celular y la
secuencia de aminoacido del gen de region variable de cadena pesada
puede n seleccionarse a partir de la base de datos de secuencia de linea de
célula reproductiva humana “VBase” (disponible en
www.mrccpe.cam.ac.uk/vbase en el Internet). Ademads, la regién
estructural y la CDR también puede especificiarse a partir de las
secuencias de ADN y secuencias de aminoacido descritas en los
documentos publicados, por ejemplo, “Kabat EA. Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Sa Edicion, Departamento de EE. UU. de los
Servicios Humanos y de Salud, NIH Publicacion No. 91-3242 (1991)”,
“Tomlinson IM. J. fol. Biol. 227. 776-98 (1992)”, “Cox JPL. Eur. J
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Immunol. 24:827-836 (1994)”, entre otros. Por ejemplo, dado que el
gen de la region variable de la cadena pesada humana es homologo a la
region variable de la hclg, la region estructural y la CDR de la hclg
también pueden especificarse con base en la informacion del gen de la
region variable de la cadena pesada humana. Un método para
especificar la region estructural de la CDR no se limita de manera
particular.

[0019] Sin embargo, sin limitarse a esto, en cada region especificada
como la region FR, (1) una regioén que incluye 1 a 5 aminodcidos de la
terminal N y/o 1 a 5 aminoacido en la terminal C, (2) una regién
incluyendo 1 a 3 aminoécidos de la terminal N y/o 1 a 3 aminoacidos en
la terminal C, o (3) una region que incluye 1 o 2 aminodcidos de la
terminal N y/o 1 o 2 aminoécidos en la terminal C pueden incluirse en la
region CDR sin estar incluido en la region FR.  En general, incluso una
region que se considera como FR puede incluirse en la CDR siempre que
se considere como estando involucrada en el mantenimiento estructural
de la CDR o la unién al antigeno y teniendo una funcion para determinar
de manera considerable la complementariedad del anticuerpo. Por otro
lado, en cada region especificada como la region CDR, (1) una region que
incluye 1 a 5 aminodacidos de la terminal N y/o 1 a 5 aminodcido en la
terminal C, (2) una region incluyendo 1 a 3 aminoacidos de la terminal N
y/o 1 a 3 aminoacidos en la terminal C, o (3) una region que incluye 1 o
2 aminodcidos de la terminal N y/o 1 o 2 aminoécidos en la terminal C
también pueden incluirse en la region FR sin estar incluido en la region
CDR.  En general, esta invencion incluso incluye una region

considerada como CDR en la FR, siempre que la region no se involucre
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en el mantenimiento de la estructura de la CDR o en la unién con un
antigeno y no tenga una funcion considerable en la determinacion de la
complementariedad del anticuerpo.

[0020] Una region constante esta presente en la terminal C de la regioén
variable del anticuerpo de cadena pesada a través de una region bisagra.
Una region constante también esta presente en la terminal C de la regioén
variable de [gNAR. Estas regiones constantes apenas contribuyen a la
union especifica del anticuerpo de cadena pesada con el antigeno.

[0021] El anticuerpo de cadena pesada es homodimero unido de manera
covalente en una region bisagra por medio de un enlace de disulfuro.
Sin embargo, el anticuerpo de cadena pesada no necesita ser un
homodimero con el fin de unirse al antigeno, y cada cadena pesada que
constituye el anticuerpo de cadena pesada puede unirse solo al antigeno.
[0022] EI mondémero de la cadena pesada que constituye el anticuerpo
de cadena pesada puede obtenerse al eliminar un residuo de cisteina que
forme un enlace de disulfuro en la secuencia de aminoécido de la region
bisagra de la cadena pesada o al sustituir el residuo de cisteina con otro
aminoacido. Dicho monomero de una cadena pesada puede producirse
como una proteina recombinante haciendo uso de una técnica
recombinante de gen. En la presente especificacion, dicha cadena
pesada se refiere a un “anticuerpo de cadena pesada tUnica”. El
anticuerpo de cadena pesada tnica se incluye en el anticuerpo de cadena
pesada siempre que pueda unirse al antigeno del anticuerpo de cadena
pesada original. El anticuerpo de cadena pesada unica puede ser un
anticuerpo en el cual los anticuerpos de cadena pesada unica se enlazan

en serie. Por ejemplo, en el anticuerpo de cadena pesada unica, la
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terminal C de un anticuerpo de cadena pesada se une con la terminal N
de otro anticuerpo de cadena pesada de manera directa o a través del
ligador peptidico. El nimero de anticuerpos de cadena pesada tnica que
van a enlazarse es 2 a 10, por ejemplo, 2. Como la secuencia del ligador
peptidico, puede adaptarse la secuencia descrita en la presente memoria
descriptiva. Dicho anticuerpo en el cual una pluralidad de anticuerpos
de cadena pesada unica se enlaza entre si también se incluye en el
anticuerpo de cadena pesada unica.

[0023] Una region variable de cada cadena pesada que constituye el
anticuerpo de cadena pesada puede unirse con un antigeno incluso en un
caso en donde no exista una region bisagra y/o una region constante.
Una proteina que consiste en dicha region variable puede producirse
como una proteina recombinante, por ejemplo, al construir un gen que
codifica solo la secuencia de aminoacido de la regio de la cadena pesada
del anticuerpo de cadena pesada, que incorpora el gen a un vector de
expresion, y que transfecta un vector de expresion, y que transfecta el
vector a la célula huésped.

[0024] En la presente memoria descriptiva, en aras de la practicidad, la
proteina que incluye una parte o la totalidad de una region variable de una
cadena pesada que constituye el anticuerpo de cadena pesada y que tiene
una afinidad por un antigeno, se considerard como incluida en el
anticuerpo de cadena pesada. Ademas de la proteina que incluye una
parte o la totalidad de la region variable de la cadena pesada que
constituye el anticuerpo de cadena pesada, la proteina que incluye (1) una
parte o la totalidad de una regién bisagra o (2) una parte de una region

constante de la cadena pesada ademds de la region bisagra se incluye
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también. El anticuerpo de cadena pesada se deriva a partir de hclg o a
partir de [gNAR. Un monoémero de dicho anticuerpo de cadena pesada
también se incluye en el anticuerpo de cadena pesada Unica.

[0025] EI anticuerpo de cadena pesada derivado a partir de la hclg
incluye (1h) un anticuerpo que consiste en la totalidad o una parte de una
region variable de una cadena pesada, (2h) un anticuerpo que consiste en
la totalidad o una parte de la region variable y una parte de una region
bisagra de la cadena pesada, (3h) un anticuerpo que consiste en la
totalidad de la region variable y una region bisagra de la cadena pesada,
y (4h) un anticuerpo que incluye una parte de una regioén constante de la
cadena pesada ademas de una region variable y una region bisagra de una
cadena pesada. Aqui, una parte de la region constante incluida en el
anticuerpo de cadena pesada es, por ejemplo, una porcion
correspondiente a una parte o la totalidad de Cy2 de la cadena pesada.
El anticuerpo de cadena pesada derivado a partir de la I[gNAR incluye
(1T) un anticuerpo que consiste en la totalidad o una parte de una region
variable de una cadena pesada, (21) un anticuerpo que consiste en la
region variable y una parte de una region bisagra de la cadena pesada,
(31) un anticuerpo que consiste en la totalidad de la region variable y una
region bisagra de la cadena pesada, y (4I) un anticuerpo que incluye una
parte de una region constante de la cadena pesada ademas de una region
variable y una region bisagra de una cadena pesada. Aqui, una parte de
la region constante incluida en el anticuerpo de cadena pesada es, por
ejemplo, una porcidn correspondiente a una parte o la totalidad de Cy2 de
la cadena pesada. En la presente memoria descriptiva, las proteinas (1h)

a (4h) que incluye la region variable de anticuerpo de cadena pesada
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derivado a partir de la hclg, y las proteinas (11) a (4I) que incluye la region
variable de anticuerpo de cadena pesada derivada a partir de la [gNAR
son referidos en su conjunto como un péptido de dominio variable de
anticuerpo de cadena pesada (péptido de la region variable del anticuerpo
de cadena pesada). Por lo tanto, el péptido de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada incluye un péptido en el cual dos cadenas
peptidicas se unen entre si por medio de un enlace de disulfuro y dos sitios
de union a un antigeno estan presentes, y un péptido que consiste en una
cadena peptidica en la cual hay un sitio de unién al antigeno.

[0026] En la presente memoria descriptiva, el anticuerpo de cadena
pesada reconocer una molécula presente en la superficie de una célula
endotelial vascular, en particular una célula endotelial vascular cerebral,
como un antigeno. Las especies de la célula endotelial vascular y la
célula endotelial vascular cerebral no se limita de manera particular, sino
que de preferencia es una célula humana. La molécula presente sobre la
superficie de estas células y la cual serd reconocida como un antigeno por
el anticuerpo de cadena pesada, de preferencia es un receptor de
transferrina (TfR), un receptor de insulina (IR), un receptor de leptina, un
receptor de lipoproteina, un receptor de IGF, OATP-F, un transportador
de anion organico, MCT-8, o un transportador de monocarboxilato, con
mayor preferencia TfR o un receptor de insulina, y con ain mayor
preferencia T{R.

[0027] El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
que tiene una afinidad por una molécula presente sobre la superficie de
una célula endotelial vascular, en particular una célula endotelial vascular

cerebral es referida como un péptido de la region variable del anticuerpo
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de cadena pesada de barrera hematoencefalica (péptido de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de BHE). Ademas, el péptido
de la region variable del anticuerpo de cadena pesada de BHE y todos los
péptidos derivados a partir del péptido de la region variable del anticuerpo
de cadena pesada de BHE, el cual tiene una afinidad por una molécula
presente en la superficie de una célula endotelial vascular, son referidos
como un péptido de afinidad con BHE. En la presente memoria
descriptiva, la proteina de (1h) o (2h) antes descritos, la cual incluye una
region variable de anticuerpo de cadena pesada derivada a partir de hclg
y que consiste en una cadena peptidica, es referida como un péptido de
dominio variable tinico de inmunoglobulina (péptido de region variable
unica de inmunoglobulina). EI péptido de dominio variable tnico de
inmunoglobulina contenido en el péptido de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada de BHE también puede ser referido de
manera particular como un péptido de dominio variable tnico de
inmunoglobulina de BHE. En la presente invencion, VHH, un dominio
de VHH, un anticuerpo VHH, y Nanobody (marca de Ablynx N.V.) se
incluyen en el péptido de dominio variable tnico de inmunoglobulina y
se utilizan de manera intercambiable dependiendo del contexto. Asi,
por ejemplo, el VHH que tiene una afinidad por TfR se incluye en el
péptido de dominio variable Uinico de inmunoglobulina de BHE.

[0028] El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
que tiene una afinidad por anti-hTfR es referido como un péptido de la
region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR. Ademas,
la totalidad de los péptidos que tienen una afinidad por anti-hRfR, los

cuales se derivan a partir del péptido de la region variable del anticuerpo
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de cadena pesada de anti-hTfR y el péptido de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR, son referidos como un péptido
de afinidad con hTfR. EI VHH que tiene una afinidad por hTfR se
incluye particularmente en el péptido de afinidad con hTfR. Lo mismo
aplica al VHH que tiene una afinidad para las otras moléculas presentes
en la superficie de las c€lulas, y, por ejemplo, el VHH que tiene una
afinidad por hIR se incluye en el péptido de afinidad con hIR. El
nimero de aminoacidos que constituye el péptido de afinidad con BHE
no se limita de manera particular, pero por lo regular 80 a 200, de
preferencia 80 a 150, con mayor preferencia 100 a 130, y con atin mayor
preferencia 110 a 125. Por ejemplo, el péptido de afinidad con BHE
estd compuesto de 113, 115, 119 o 120 aminoacidos. El término
“péptido” en la presente memoria descriptiva es sinonimo de
“polipéptido” o “proteina”, y puede reemplazarse de manera adecuada
entre si. En lo sucesivo, las caracteristicas o elementos parecidos del
péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada que tiene
una afinidad por un receptor de transferrina humana (hTfR) se describira
en detalle como un ejemplo, pero la descripcion del mismo por lo general
puede aplicarse al péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada que tiene una afinidad por otra molécula presente en la superficie
de las células.

[0029] Por lo regular, el anticuerpo consiste en una cadena ligera y una
cadena pesada, mientras que el VHH consiste en una cadena pesada.
Por lo tanto, puede simplificarse una etapa de fabricacion de una proteina
de fusién en la cual el VHH, como el péptido de afinidad con hTfR, se

une a una proteina (A) diferente. Por ejemplo, en un caso en donde un
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anticuerpo normal se utiliza como el péptido de afinidad con hTfR, es
necesario expresar dos proteinas, pero en un caso con el VHH, es
suficiente para expresa una proteina.

[0030] El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
que tiene una afinidad por un receptor de transferrina humana es referido
como un péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
de anti-hTfR. En la presente memoria descriptiva, la proteina de (1h) o
(2h) antes descritos, la cual incluye una region variable de anticuerpo de
cadena pesada derivada a partir de hclg y que consiste en una cadena
peptidica, es referida como un péptido de dominio variable tnico de
inmunoglobulina. El péptido de dominio variable uUnico de
inmunoglobulina que tiene una afinidad por un receptor de transferrina
humana (hTfR) en particular es un péptido de dominio variable tnico de
inmunoglobulina de hTfR o un péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana (péptido de afinidad con hTfR). EIl péptido de
afinidad con hTfR es un péptido de preferencia compuesto por 100 a 130
aminoacido y con mayor preferencia 110 a 125 aminodcidos. Por
ejemplo, el péptido de afinidad con hTfR estd compuesto de 113, 115 o
119 aminoacidos. Ademas, el VHH, el dominio de VHH, el anticuerpo
de VHH, y Nanobody que tienen una afinidad por hTfR son cada uno
referidos como hTfR-VHH, dominio de hTfR-VHH, anticuerpo de hT{R-
VHH y hTfR-Nanobody.

[0031] EIl péptido de afinidad con hT{R también incluye, ademés de un
péptido de los tipos descritos como (1h) a (4f) y (11) a (4]) antes descritos,
un péptido en el cual la mutacion, como, por ejemplo, sustitucion,

eliminacion o adicidn, se aplica al mismo, siempre que el péptido tenga
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una afinidad por hTfR. Ademas, el péptido de dominio variable tinico
de inmunoglobulina de hTfR también incluye, ademas de un péptido de
los tipos descritos como (1h) o (2h) antes descritos, un péptido en el cual
la mutaciéon, como, por ejemplo, sustitucion, eliminacién o adicion, se
aplica al mismo, siempre que el péptido tenga una afinidad por hTfR.
La mutacion del péptido de dominio variable Uinico de inmunoglobulina
de hTfR se describira en detalle a continuacion.

[0032] En la presente invencion, el término “receptor de transferrina
humana” o “hTfR” se refiere a una proteina de membrana que tiene la
secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 1. El anticuerpo
de anti-hTfR de la presente invencion, en una modalidad de la presente
invencion, se une de manera especifica a una porcion del residuo de la
cisteina en la posicion 89 de la terminal N con la fenilalanina en la
terminal C en la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO:
1 (region extracelular de hTfR), pero la presente invencion no se limita a
la misma. Ademds, en la presente invencion, el término “receptor de
transferrina de mono” o “TfR de mono” en particular se refiere a una
proteina de membrana que tiene la secuencia de aminoacido establecida
en SEQ ID NO: 2 derivado del mono cynomolgus (Macaca fascicularis).
Ademas, en la presente invencion, el término “receptor de transferrina de
raton” o “TfR de raton” en particular se refiere a una proteina de
membrana que tiene una secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID
NO: 3 derivada de un raton.  El anticuerpo de anti-hTfR de la presente
invencion, en una modalidad de la presente invencion, se une a una
porcion del residuo de la cisteina en la porcion 89 de la terminal N con la

fenilalanina en la terminal C en la secuencia de aminoacido establecida
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en la SEQ ID NO: 2 (regidn extracelular de TfR de mono) y/o una porcion
del residuo de cisteina en la porcion 89 de la terminal N con la
fenilalanina en la terminal C en la secuencia de aminoacido establecida
en SEQ ID NO: 3 (region extracelular de TfR de raton), pero la presente
invencion no se limita a la misma.
[0033] Una pluralidad de los péptidos de afinidad con hTfR también
puede unirse directamente o a través de un ligador peptidico. En dicho
caso, la pluralidad de los péptidos de afinidad con hTfR que van a unirse
entre si pueden tener la misma secuencia de aminoacido, o pueden tener
diferentes secuencias de aminodcido. EIl nimero de los péptidos de
afinidad con hTfR que van a unirse no se limita de manera particular, sino
que es, por ejemplo, 2a 10,2 a5, 2, 3, entre otros. Al unir la pluralidad
de péptidos de afinidad con hTfR, es posible para impartir propiedades,
como, por ejemplo, mejorar la afinidad por anti-hTfR. En la presente
memoria descriptiva, un péptido en el cual una pluralidad de péptidos de
afinidad con hTfR se enlazan en esta forma es referido como un péptido
de afinidad con hTfR de tipo tdndem. EI péptido de afinidad con hTfR
de tipo tdndem se incluye en el péptido de afinidad con hTfR. Lo mismo
puede decirse del péptido de dominio variable tnico de inmunoglobulina
y el péptido de la regidn variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-
hTfR.
[0034] El péptido de afinidad con hTfR también puede obtenerse como
una proteina recombinante por medio del mismo método.

(1a) Un receptor de transferrina humana recombinante (rhTfR)
se produce haciendo uso de una célula a la cual se ha transferido un vector

de expresion que incorpora el gen de hT{R.
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(2a) Los animales Camelidae capaces de producir hclg o peces
capaces de producir [gNAR, en particular peces cartilaginosos, como, por
ejemplo, un tiburdn, se inmunizan con rhTfR.

(3a) Las células que produce un anticuerpo se obtiene a partir de
ser vivo inmunizado hciendo uso de thTfR.  Aqui, ya que las células que
producen anticuerpos estan presentes particularmente en la sangre
periférica, médula 6sea, un bazo, entre otros, las células en la sangre
periférica, células derivadas de la médula 6sea, células del bazo, entre
otras, se agrupan como las células productoras de anticuerpos.

(4a) El ADNC se sintetiza a partir de ARNm extraida a partir de
la célula productor de anticuerpos por medio de una reaccion de
transcripcion inversa.

(5a) La reaccion de PCR se lleva a cabo haciendo uso del ADNc
como una plantilla para amplificar un fragmento de ADN que contiene
un gen que codifica una region variable de anticuerpo de cadena pesada.

(6a) Un fragmento de ADN que codifica una region variable de
anticuerpo de cadena pesada se incorpora a un vector de expresion, y una
célula huésped se transforma con el vector de expresion para obtener
células de expresion de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada.

(7a) De las células de expresion de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada, se selecciona una célula que expresa la
region variable del anticuerpo de cadena pesada que reconoce el hTfR
(célula de expresion de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
de anti-hTfR). Un gen que codifica una region variable de anticuerpo

de cadena pesada que reconoce el hTfR también puede amplificarse al
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realizar una reaccion de PCR y se aisla de la célula seleccionada en la
misma.

(8a) La célula de expresion de la region variable del anticuerpo
de cadena pesada de anti-hTfR se cultiva, y el péptido de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR recombinante se
expresa en el medio de cultivo o en la célula.

(9a) El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de anti-hTfR recombinante expresado se purifica.

[0035] La célula de expresion de la region variable del anticuerpo de
cadena pesada obtenido en la Etapa (6a) de adquisicion del anticuerpo de
cadena pesada de anti-hTfR que reconoce el hTfR antes descrito no
expresa de manera necesaria la region variable del anticuerpo de cadena
pesada que reconoce el hTfR. Por lo tanto, una etapa para seleccionar
una célula que produce una region variable de anticuerpo de cadena
pesada que tiene una caracteristica deseada (afinidad por hTfR) de la
célula de expresion de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
obtenido en la Etapa (6a), esto es, la Etapa (7a) es necesaria. Como un
método para seleccionar una célula que produce el péptido de la regioén
variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR, un método
descrito a continuacion es efectivo.

[0036] La célula de expresion de la region variable del anticuerpo de
cadena pesada obtenido en la Etapa (6a) se siembra en una placa de 96
pocillos, de forma que una célula se incluya generalmente en un pocillo,
y se cultivo, y posteriormente se recolecta un sobrenadante de cultivo de
cada pocillo. EI hTfR recombinante se afiadi6 a la placa y se mantuvo

en la misma, y posteriormente el sobrenadante de cultivo recolectado se
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afiade, con lo cual la region variable del anticuerpo de cadena pesada de
anti-hTfR contenido en el sobrenadante de cultivo se une al hTfR
recombinante sobre la placa. Después, la placa se lavo después de
retirar el sobrenadante de cultivo de la placa para retirar el anticuerpo que
no se une al hTfR recombinante. Después, se mide la cantidad del
anticuerpo que se mantuvo en la placa. De acuerdo con este método,
entre mas alta sea la afinidad del anticuerpo contenido en el sobrenadante
de cultivo de la célula productor de anticuerpos afiadido a la placa para
hTfR, mayor sera la cantidad del anticuerpo mantenido en la placa. Por
lo tanto, se mide la cantidad del anticuerpo mantenido en la placa, y una
célula correspondiente a la placa en la cual se mantiene una cantidad mas
grande del anticuerpo puede seleccionarse como una linea celular que
produce un péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
de anti-hT{R que tiene una afinidad relativamente mas alta por hTfR. El
ARNm extraido de la linea celular seleccionada en esta forma se
transcribe de manera inversa para obtener ADNc, y una reaccion de PCR
se lleva a cabo haciendo uso del ADNc como una plantilla, con lo cual un
fragmento de ADN que contiene un gen que codifica el péptido de la
region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR puede
amplificarse y aislarse.

[0037] Como otro método para obtener el anticuerpo de cadena pesada
de anti-hTfR como una proteina recombinante, existe un método que
incluye las siguientes etapas. Este método incluye una etapa para
presentar la region variable del anticuerpo de cadena pesada codificada
por el gen que codifica la region variable del anticuerpo de cadena pesada

en un fago para seleccionar un fago que presenta la region variable del
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anticuerpo de cadena pesada que tiene una propiedad deseada. Dicha
etapa se llama un método de visualizacion de fago, y es una técnica
conocida y descrita en las publicaciones internacionales de las solicitudes
no examinadas (WO1997/09436A y WO1995/11317A). El método
para obtener el anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR que reconoce
un hTfR como una proteina recombinante al aplicar el método de
visualizacidon de fago incluye, por ejemplo, las Etapas (1b) a (9b). El
péptido de afinidad con hT{R también puede obtenerse como una proteina
recombinante por medio del mismo método.

(1b) Un receptor de transferrina humana recombinante (rhT{R)
se produce haciendo uso de una célula a la cual se ha transferido un vector
de expresion que incorpora el gen de hT{R.

(2b) Los animales Camelidae capaces de producir hclg o peces
capaces de producir [gNAR, en particular peces cartilaginosos, como, por
ejemplo, un tiburdn, se inmunizan con rhTfR.

(3b) Las células que produce un anticuerpo se obtiene a partir de
ser vivo inmunizado hciendo uso de thTfR.  Aqui, ya que las células que
producen anticuerpos estan presentes particularmente en la sangre
periférica, médula 6sea, un bazo, entre otros, las células en la sangre
periférica, células derivadas de la médula ésea, células del bazo, entre
otras, se agrupan como las células productoras de anticuerpos.

(4b) E1 ADNCc se sintetiza a partir de ARNm extraida a partir de
la célula productor de anticuerpos por medio de una reaccion de
transcripcion inversa.

(5b) La reaccion de PCR se lleva a cabo haciendo uso del ADNc

como una plantilla para amplificar un fragmento de ADN que contiene
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un gen que codifica una region variable de anticuerpo de cadena pesada.

(6b) Un fragmento de ADN que codifica una region variable de
anticuerpo de cadena pesada se incorpora a un fagémido, el fagémido se
transfecta a una célula huésped, y posteriormente la célula huésped se
cultivo para liberar un fago que tiene la region variable de anticuerpo de
cadena pesada en una superficie de capside en un medio.

(7b) Una solucion que contiene el fago recolectado se aplica a
una columna llena con un portador que mantiene el thTfR, y un fago que
tiene una region variable de anticuerpo de cadena pesada, el cual tiene
una afinidad por thTfR, en una superficie de capside se une con la
columna. Después del lavado de la columna, el fago unido al hTfR se
eluye de la columna. De manera alternativa, una solucion que contiene
el fago recolectado se aplica a una placa que mantiene el thTfR, y un fago
que tiene una region variable de anticuerpo de cadena pesada, el cual tiene
una afinidad por rhTfR, en una superficie de cépside se une con la placa.

(8b) Solo los fagos que presenta una region variable de
anticuerpo de cadena pesada que reconoce hTfR, el cual se mantiene en
una columna o placa, se recolecta, y un fagémido contenido en el fago se
utiliza como una plantilla para amplificar un gen que codifica la regién
variable del anticuerpo de cadena pesada que reconoce el hTfR por medio
de una reaccion de PCR.

(9b) El gen amplificado se incorpora a un vector de expresion, y
una célula huésped se transforma con el vector de expresion para obtener
células de expresion de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
que reconoce al hTfR.

(10b) La célula de expresion del péptido de la region variable del
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anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR se cultiva, y el péptido de la
regiéon variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR
recombinante se expresa en el medio de cultivo o en la célula.

(11b) El péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de anti-hTfR recombinante expresado se purifica.
[0038] En las Etapas (1b) a (3b) del método de visualizacion de fago
antes descrito, es necesario retirar las células productoras de anticuerpos
del ser viviente inmunizado con rhTfR. De manera alternativa, un
conjunto de ARNm obtenido a partir de una célula productor de
anticuerpos de un ser viviente capaz de expresa un anticuerpo de cadena
pesada o fragmentos de ADN sintetizados haciendo uso del ARNm como
una plantilla puede prepararse con antelacion, y los fragmentos de ADN
que contiene un gen que codifica una regioén variable de anticuerpo de
cadena pesada también puede amplificarse haciendo uso del fragmento
de ADN como una plantilla. De acuerdo con el método de visualizacion
de fago, por ejemplo 1 x 10! de fagos pueden visualizarse en una
exhibicidn, de forma que pueda seleccionarse un fago que presenta una
region variable de anticuerpo de cadena pesada que reconoce hTfR
incluso de las células de un animal no inmune. En este caso, no es
necesario inmunizar un ser vivo, y no es necesario sacar una cé¢lula
productor de anticuerpos del ser vivo.
[0039] En la Etapa (7b) se selecciona un fago que representa una region
variable de anticuerpo de cadena pesada que reconoce rhTfR. Aqui, al
ajustar las condiciones de unién del fago con la columna (o placa) y/o las
condiciones de lavado de la columna (o placa), puede ajustarse la afinidad

del fago seleccionado para rhTfR. Ademads, al repetir la Etapa (7b)
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mientras gradualmente se hacen més graves las condiciones, un fago que
tiene mayor afinidad por rhTfR se selecciona cada vez que la etapa se
repite, de forma que solo puede obtenerse de manera eficiente el fago que
presenta una region variable de anticuerpo de cadena pesada que tengan
alta afinidad por rhTfR. Ademas, la mutacion puede incorporarse en el
genoma en un proceso de replicacion del genoma del fago. En esta
forma, se cambia la afinidad de la region variable del anticuerpo de
cadena pesada codificado en el genoma de fago por rhTfR, de forma que
al repetir la Etapa (7), existe una posibilidad de que un anticuerpo que
tiene una afinidad mas alta por rhTfR se obtenga al incorporar de manera
aleatoria una mutacion en el genoma.

[0040] La etapa en un caso en donde la Etapa (7b) se repite es, por
ejemplo, una etapa que muestra el siguiente (7b’).

(7b”) Un medio de cultivo que contiene los fagos recolectados se
aplica a una columna llena con un portador que mantiene el thTfR, y un
fago que presenta una region variable de anticuerpo de cadena pesada que
reconoce que thTfR se une con la columna. De manera alternativa, una
solucion que contiene el fago recolectado se aplica a una placa que
mantiene el rhTfR, y un fago que tiene una region variable de anticuerpo
de cadena pesada, el cual tiene una afinidad por rhTfR, en una superficie
de capside se une con la placa. Después del lavado de la columna o la
placa, un fago que presenta una region variable de anticuerpo de cadena
pesada que reconoce hTfR se eluye de la columna o la placa. El fago
eluido se permite infectar las células huéspedes, y posteriormente las
células huéspedes se cultivan, y el fago que presenta una region variable

de anticuerpo de cadena pesada sobre una superficie se recolecta en el
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medio de cultivo. El medio de cultivo que contiene el fago recolectado
se aplica en una cromatografia en columna llena con un portador que lleva
rhTfR, o se afiada a la placa que contiene thTfR. En la Etapa (7b’), el
genoma de fago también puede mutarse de manera activa al poner el facto
en contacto con un mutdgeno o afiadir un mutageno a un medio de cultivo
de la célula huésped infectada con el fago. Al irradiar el fago o la célula
huésped infectada con el fago con ondas electromagnéticas, como, por
ejemplo, rayos ultravioletas y rayos gamma, una mutacion también puede
introducirse de manera activa en el genoma de fago.

[0041] Cualquier etapa de las Etapas (1a) a (9a) y las Etapas (1b) a (11b)
también puede incluir una etapa para aislar un gen que codifica la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR. También es
posible traducir la secuencia de nucledtido del gen que codifica el
anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR asilada a una secuencia de
aminoacido que incluye la region variable del anticuerpo de cadena
pesada de anti-hTfR, y para sintetizar de manera artificial un fragmento
de ADN que codifica esta secuencia de aminodcido. En un caso en
donde el fragmento de ADN se sintetiza de manera artificial, el fragmento
de ADN puede sintetizarse al seleccionar un codén para expresar un gen
en una célula huésped. Al transferir un vector de expresion en el cual
dicho fragmento de ADN se ha incorporado a una célula huésped, puede
aumentarse el nivel de expresion del péptido de la region variable del
anticuerpo de cadena pesada de anti-hT{R en la célula huésped. Elnivel
de expresion del péptido de afinidad con rhTfR también puede
aumentarse en la misma forma.

[0042] Ademas, la célula utilizada como la célula huésped en la etapa
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antes descrita no se limita particularmente siempre que la célula sea una
célula que pueda expresar un péptido que incluye la region variable de
anticuerpo de cadena pesada al transferir un vector de expresion en el cual
un gen que codifica la region variable de anticuerpo de cadena pesada se
incorpora, a pesar de si la célula es una célula procariota o una célula
eucariota, y en particular, Escherichia coli, las células CHO derivadas del
ovario de un hamster chino, o células NS/0 derivados del miecloma de un
raton es preferible. Ademas, conforme se utiliza el vector de expresion
para incorpora y expresar un gen que codifica la region variable de
anticuerpo de cadena pesada, un vector de expresion puede utilizarse sin
una limitacion particular, siempre que el vector de expresion pueda
expresar un péptido que incluya la region variable del anticuerpo de
cadena pesada en un caso de ser transferido a una célula huésped. El
gen incorporado en el vector de expresion se configura corriente abajo de
una secuencia de ADN capaz de regular la frecuencia de transcripcion del
gen en la célula huésped (sitio de control de expresion genética). Los
ejemplos del sitio de control de expresion genética que puede utilizarse
en la presente invencion incluyen un promotor derivado a partir de
citomegalovirus, un promotor temprano de SV40, un promotor del factor
delongacion-1ao humano (EF-1a) y un promotor de ubiquitina C humana,
entre otros.

[0043] La secuencia de aminoacido de la region variable en el péptido
de la regién variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR
obtenido por la etapa antes descrita incluye una secuencia de aminoéacido
de cuatro FR y tres CDR, esto es, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3

y FR4, bésicamente de la terminal N. Sin embargo, la presente
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invencion no se limita a lo anterior, y siempre que pueda unirse de manera
especifica con hTfR, la secuencia de aminoacido de la region variable
puede ser una secuencia de aminoacido en la cual una parte o la totalidad
de FR1 se elimina, una secuencia de aminodcido en la cual una parte o la
totalidad de FR4 se elimina, o una secuencia de aminoacido en la cual
una parte o la totalidad de FR1 se elimina y una parte o la totalidad de
FR4 se elimina. Las secuencias de aminodcido en las cuales una parte
de la region de FR se elimina puede incluirse en la region variable del
anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR. Los mismo aplica al péptido
de afinidad con hTfR.

[0044] Los ejemplos adecuados del péptido de la regién variable del
anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR en una modalidad de la
presente invencién incluye un péptido que incluye secuencias de
aminoacido de un péptido de la region variable del anticuerpo de cadena
pesadade anti-hTfR 1 a3. Los péptidos de afinidad con hTfR 1 a 3 cada
uno incluye una secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO:
4 a 6. Las secuencias de aminodcido establecidas en la SEQ ID NO: 4,
5 y 6 son todas secuencias de aminoacido de una region variable de
anticuerpo de cadena pesada. La totalidad de los péptidos de afinidad
con hTfR 1 a 3 incluye una secuencia de aminoacido de cuatro FR y tres
CDR, que es, FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4 de la terminal
N. Latotalidad de los péptidos de afinidad con hTfR 1 a 6 se incluye en
el péptido de afinidad con hTfR.

[0045] La CDRI1 del péptido de afinidad con hTfR 1 es una region que
incluye la secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 7 u 8§, la

CDR2 de la misma es una region que incluye la secuencia de aminoacido
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establecida en la SEQ ID NO: 9 u 10, y la CDR3 de la misma es una
region que incluye la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID
NO: 11 o 12. En el péptido de afinidad con hTfR 1, cada una de las
secuencias de aminoacido de CDR puede combinarse de manera
arbitraria. Por ejemplo, las secuencias de aminoacido pueden
combinarse de forma que la CDRI sea una regiéon que incluye la
secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO: 7, la CDR2 es
una region que incluye la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ
ID NO: 9, y la CDR3 es una region que incluye la secuencia de
aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 11 u, la CDR1 es una region
que incluye la secuencia de amino4cido establecida en la SEQ ID NO: 8,
la CDR2 es una regiéon que incluye la secuencia de aminoacido
establecida en la SEQ ID NO: 10, y la CDR3 es una region que incluye
la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 12. Ademas,
la CDR2 ademas puede incluir la secuencia de aminoacido de VKG en la
terminal C de la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO:
10. Ademas, cualquier CDR puede consistir en estas secuencias de
aminoacido.

[0046] La CDRI del péptido de afinidad con hTfR 2 es una region que
incluye la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7u 8, la
CDR2 de la misma es una region que incluye la secuencia de aminoacido
establecida en la SEQ ID NO: 9 u 10, y la CDR3 de la misma es una
region que incluye la secuencia de aminoécido establecida en la SEQ ID
NO: 11 o 12. En el péptido de afinidad con hTfR 2, cada una de las
secuencias de aminoacido de CDR puede combinarse de manera

arbitraria.  Por ejemplo, las secuencias de aminoacido pueden
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combinarse de forma que la CDRI1 sea una region que incluye la
secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 7, la CDR2 es
una region que incluye la secuencia de aminoécido establecida en la SEQ
ID NO: 9, y la CDR3 es una region que incluye la secuencia de
aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 11 u, la CDRI1 es una region
que incluye la secuencia de aminodacido establecida en la SEQ ID NO: 8,
la CDR2 es una region que incluye la secuencia de aminoacido
establecida en la SEQ ID NO: 10, y la CDR3 es una region que incluye
la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 12. Ademas,
la CDR2 ademas puede incluir la secuencia de aminoacido de VKG en la
terminal C de la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO:
10. Ademas, cualquier CDR puede consistir en estas secuencias de
aminodcido.

[0047] La CDRI1 del péptido de afinidad con hTfR 3 es una region que
incluye la secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 13 u 14,
la CDR2 de la misma es una region que incluye la secuencia de
aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 15 u 16, y la CDR3 de la
misma es una region que incluye la secuencia de aminoacido establecida
enla SEQID NO: 17 0 18. En el péptido de afinidad con hTfR 3, cada
una de las secuencias de aminoacido de CDR puede combinarse de
manera arbitraria. Por ejemplo, las secuencias de aminoacido pueden
combinarse de forma que la CDRI sea una regiéon que incluye la
secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 13, la CDR2 es
una region que incluye la secuencia de aminoécido establecida en la SEQ
ID NO: 15, y la CDR3 es una regién que incluye la secuencia de
aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 17 u, la CDRI es una region
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que incluye la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO:
14, la CDR2 es una region que incluye la secuencia de aminoacido
establecida en la SEQ ID NO: 16, y la CDR3 es una region que incluye
la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 18. Ademas,
la CDR2 ademas puede incluir la secuencia de aminoacido de VKG en la
terminal C de la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO:
16. Ademas, cualquier CDR puede consistir en estas secuencias de
aminoacido.

[0048] Ademas, la secuencia de aminoacido de la regidon variable del
péptido de afinidad con hTfR antes descrito puede ser una secuencia de
aminodcido en la cual una mutacion se afiade siempre que el péptido
pueda unirse de manera especifica con la hTfR. En un caso en donde
dicha mutacion se aplica, la secuencia de aminoacido de la region
variable del péptido de afinidad con hT{R después de aplicar la mutacion
tiene de preferencia 80% o mas de identidad, con mayor preferencia 85%
o mas de identidad, con aun mas preferencia 90% o mas identidad,
incluso con atin mas preferencia 95% o mas de identidad, y, por ejemplo,
98% o0 mas de identidad con la secuencia de aminoacido original.

[0049] Ademads, en un caso en donde la mutacion se aplica a la
secuencia de aminoacido de la region variable, la mutacién puede
aplicarse a las secuencias de aminoacido de CDR1, CDR2 y CDR3, y la
mutacion puede aplicarse unicamente con la region FR. En un caso en
donde dicha mutacion se aplica, la secuencia de aminoacido de la region
variable después de que se aplica la mutacién de preferencia tiene 85% o
mas de identidad, con mas preferencia 90% o mas identidad, con ain mas

preferencia 95% o mas de identidad, y, por ejemplo, 98% o mas de
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identidad con la secuencia de amino4cido original. Ademaés, en un caso
en donde la mutacion se aplica a la secuencia de aminodcido de la region
variable, la mutacioén puede aplicarse a las secuencias de aminodcido de
la region FR, y la mutacion puede aplicarse inicamente con la region FR.
En un caso en donde dicha mutacion se aplica, la secuencia de
aminoacido de la region variable después de que se aplica la mutacion de
preferencia tiene de preferencia 90% o mas identidad, con mas
preferencia 95% o mas de identidad, y, por ejemplo, 98% o mas de
identidad con la secuencia de aminoacido original.  Ademas, la
mutacion puede aplicarse con tanto la regiéon FR como la region CDR.
[0050] La identidad entre la secuencia de aminoacido de la regioén
variable original y la secuencia de aminoacido de la region variable a la
cual se aplica la mutacion puede calcularse con facilidad haciendo uso de
un algoritmo de calculo de homologia conocido. Ejemplos de dicho
algoritmo incluyen BLAST (Altschul SF. J Mol. Biol. 215. 403-10,
(1990)), un método de busqueda de similitud de Pearson and Lipman
(Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85. 2444 (1988)), un algoritmo de
homologia local de Smith and Waterman (Adv. Appl. Math. 2. 482-9
(1981)), entre otros. Ademas, en la totalidad de la presente memoria
descriptiva, la identidad se refiere a la identidad calculada por medio de
estos algoritmos. En la presente memoria descriptiva, los términos
“homologia de secuencia de aminodcido” e “identidad de secuencia de
aminodcido” se utilizan de manera intercambiable.

[0051] El caso en donde la mutacion, como, por ejemplo, sustitucion,
eliminacion y adicion se aplican a la secuencia de aminoacido de la region

variable del péptido de afinidad con hT{R se describird con mayor detalle
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a continuacion.

[0052] En un caso en donde los aminoacidos de la secuencia de
aminodcido de la region variable del péptido de afinidad con hTfR se
sustituyen con otros aminoacidos, el nimero de los aminodcidos que van
a ser sustituidos de preferencia es 1 a 20, con mayor preferencia 1 a 15,
con aun mayor preferencia 1 a 10, e incluso con aiin mayor preferencia 1
a5, yporejemplo, 1,2 03. Enun caso en donde los aminoacidos en la
secuencia de aminoacido de la region variable se eliminan, el nimero de
los aminodcidos que van a ser eliminados de preferencia es 1 a 20, con
mayor preferencia 1 a 15, con aiin mayor preferencia 1 a 10, e incluso con
aun mayor preferencia 1 a 5, y por ejemplo, 1,2 0 3. Ademas, también
pueden aplicarse las mutaciones en las cuales se combina la sustitucion y
la eliminacion de estos aminodcidos. En un caso en donde un
aminodcido se afiade a la region variable, de preferencia 1 a 20, con
mayor preferencia 1 a 15, con ain mayor preferencia 1 a 10, e incluso con
ain mayor preferencia 1 a 5 de aminoécidos, por ejemplo, 1, 2 o 3
aminodacidos se afiaden a la secuencia de aminodcido o a la terminal N o
la terminal C de la secuencia de aminoacido de la regidon variable.
También pueden aplicarse las mutaciones en las cuales se combina la
sustitucion y la eliminacidon de estos aminoacidos.

[0053] En un caso en donde la mutacion, como, por ejemplo, la
sustitucidn, eliminacidn y adicion se aplica a la secuencia de aminodcido
de la region variable del péptido de afinidad con hTfR, la mutacion puede
solo aplicarse a la region FR sin aplicar la mutacion a la secuencia de
aminodcido de la region CDR (CDR1, CDR2 y CDR3). EIl numero de

los aminoécidos que van a sustituirse en un caso en donde la sustitucion
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se afade unicamente a la region FR de preferencia es 1 a 12, con mayor
preferencia 1 a 10, con alin mayor preferencia 1 a 8, e incluso con ain
mayor preferencia 1 a 4, y por ejemplo, 1,2 0 3. Ademas, en un caso
en donde el aminodcido se elimina Unicamente en la secuencia de
aminoacido de la region FR, el nimero de los aminoacidos que van a ser
eliminados de preferencia es 1 a 8, con mayor preferencia 1 a 4, con ain
mayor preferencia 1 a 3, e incluso con atin mayor preferencia 1 a 2, y por
ejemplo, 1 o 2. Ademas, también pueden aplicarse las mutaciones en
las cuales se combina la sustituciéon y la eliminacion de estos
aminoacidos. Ademas, en un caso en donde un aminoacido se anade
solo en la secuencia de aminoacido de la region FR, de preferencia 1 a 8,
con mayor preferencia 1 a 4, con alin mayor preferencia 1 a 3, e incluso
con aun mayor preferencia 1 a 2 de aminoécidos, por ejemplo, 1 o 2
aminoacidos se afiaden a la secuencia de aminoacido o la region variable
de la terminal N o de la terminal C. También pueden aplicarse las
mutaciones en las cuales se combina la sustitucion y la eliminacion de
estos aminoacidos.

[0054] En un caso en donde la mutacion se aplica solo a la region FR,
se conoce un método para sustituir un residuo de aminoacido de la region
FR del péptido de afinidad con hTfR con un residuo de aminoacido
correspondiente de la region FR en la region variable del anticuerpo
humano del tipo [gG. En la presente memoria descriptiva, este método
es referido como humanizacion del péptido de afinidad con hTfR.
Dicho método se divulga, por ejemplo, en Vincle C., et. Al., J biol Chem.
284.3273-84 (2009). En un caso en donde el anticuerpo original es un

anticuerpo de una alpaca, el anticuerpo puede reconocerse como un
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antigeno en un caso en donde se administra a un humano. Se espera que
el anticuerpo humanizado tenga una antigenicidad mas baja que el
anticuerpo original. En un caso en donde la mutacion se aplica solo a la
region FR, la humanizacion es una de las modalidades preferidas. En la
presente memoria descriptiva, el péptido de afinidad con hTfR también
incluye un péptido de afinidad con hTfR humanizado. El péptido de
afinidad con hTfR humanizado también incluye el VHH humanizado, en
un caso en donde el péptido de afinidad con hTfR es VHH.

[0055] En un caso en donde la mutacion, como, por ejemplo, la
sustitucidn, eliminacidn y adicion se aplica a la secuencia de aminodcido
de la region variable del péptido de afinidad con hTfR, la mutacion puede
solo aplicarse a la region CDR sin aplicar la mutacion a la secuencia de
aminoacido de la region FR.  El numero de los aminoacidos que van a
sustituirse en un caso en donde la sustitucion se aplica Gnicamente a la
region CDR de preferencia es 1 a 4, con mayor preferencia 1 a 3, Y con
aun mayor preferencia 1 o 2, y por ejemplo, 1 0 2. Ademas, en un caso
en donde el aminoacido se elimina Unicamente en la secuencia de
aminoacido de la regiéon CDR, el numero de los aminoacidos que van a
ser eliminados es 1 a 4, con mayor preferencia 1 a 3, y con aiin mayor
preferencia 1 o 2, y por ejemplo, 1 o 2. Ademas, también pueden
aplicarse las mutaciones en las cuales se combina la sustitucion y la
eliminacidén de estos aminoacidos. Ademas, en un caso en donde el
aminoacido se afade solo a la secuencia de aminoécido de la region FR,
de preferencia 1 a 4, con mayor preferencia 1 a 3, y con aun mayor
preferencia 1 a 2 aminoacidos, por ejemplo, 1 o 2 aminoacidos se

anadieron a la secuencia de aminoacido o a la Terminal N o la terminal C
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de la region variable. También pueden aplicarse las mutaciones en las
cuales se combina la sustitucion y la eliminacioén de estos aminoacidos.
[0056] En un caso en donde la mutacion, como, por ejemplo, la
sustitucion, eliminacion y adicion, se aplica a la secuencia de aminoacido
de la region variable del péptido de afinidad con hTfR, la mutacién antes
descrita en la cual la mutacién en la region FR y la mutacion en la region
CDR se combinan, también se puede aplicarse a la secuencia de
aminoacido.
[0057] La sustitucion antes descrita de un aminoacido en la secuencia
de aminoacido de la region variable con otro aminoacido ocurre, por
ejemplo, dentro de una familia de aminodacido relacionada con la cadena
lateral y las propiedades del aminodcido. Se predice que dicha
sustitucion dentro de la familia de aminoacido no ocasiona un cambio
considerable en la funcidn del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR
(esto es, es una sustitucion de aminoacido conservativa). Los ejemplos
de dicha familia de aminodcido incluyen:

(1) 4acido aspartico y dacido glutamico, los cuales son
aminoacidos acidicos,

(2) histidina, lisina y arginina, las cuales son aminoacidos
basicos,

(3) fenilalanina, tirosina y triptéfano, las cuales son aminoacidos
aromaticos,

(4) serina y treonina, las cuales son aminoacidos que tienen un
grupo hidroxilo (aminoécido hidroxilado),

(6) cisteina, serina, treonina, asparagina y glutamina, las cuales

son aminoacidos hidrofilicos neutros,
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(7) glicina y prolina, las cuales son aminoacidos que afectan la
alineacion de la cadena peptidica,

(8) asparagina y glutamina, las cuales son aminoacidos del tipo
amida (aminoacidos polares),

(9) alanina, leucina, isoleucina y valina, las cuales son
aminoacidos alifaticos,

(10) alanina, glicina, serina y treonina, las cuales son
aminoacidos que tienen una cadena lateral pequena,

(11) alanina y glicina, las cuales son aminoacidos que tiene la
cadena lateral pequefia mas particular,

(12) valina, leucina e isoleucina, las cuales son aminoacido que
tienen una cadena ramificada.
[0058] La sustitucion de aminoacido conservativo antes descrita
también se aplica a un caso en donde un aminoacido en una secuencia de
aminodcido de otra proteina, como, por ejemplo, seroalbimina huma
(HSA) se sustituye con otro aminoacido.
[0059] En un caso en donde un aminoacido se anade a la terminal C o
la terminal N al aplicar una mutacion a la region variable, y el aminoacido
anadido se ubica entre el péptido de afinidad con hTfR y la proteina (A)
diferente cuando el péptido de afinidad con hTfR se fusiona con la
proteina (A) diferente, el aminoacido afiadido se define como una parte
del péptido de afinidad con hTfR. En la proteina de fusion del péptido
de afinidad con hTfR y la proteina (A), un ligador ubicado entre el
péptido de afinidad con hTfR y la proteina (A) se describiran en detalle
posteriormente.  En la presente memoria descriptiva, el término

“proteina (A) diferente” se refiere a una proteina que debe administrarse
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a un humano en una forma unida con el péptido de afinidad con hT{R y
la cual debe mostrar actividad fisioldgica en el cuerpo del humano, y se
refiere a una proteina diferente del péptido de afinidad con hTfR.

[0060] El péptido de afinidad con hTfR seleccionado mediante la etapa
antes descrita o similares tiene cierta afinidad por hTfR. La region
variable del péptido de afinidad con hTfR puede modificarse al introducir
una mutacion, como, por ejemplo, sustitucion, eliminacion o adicidén en
la secuencia de aminoacido del mismo, de forma que la regién variable
del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR tenga las caracteristicas
deseadas.  La introduccion de la mutacion en la secuencia de
aminodcido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-
hTfR se lleva a cabo al aplicar una mutacion a un gen que corresponde a
la secuencia de aminoécido.

[0061] La afinidad de la region variable del péptido de afinidad con
hTfR por hTfR puede ajustarse de manera adecuada al aplicar una
mutacion, como, por ejemplo, sustitucion, eliminacioén o adicidén con la
secuencia de aminoacido que constituye la region variable del péptido de
afinidad con hTfR. Por ejemplo, en un caso en donde la afinidad entre
el péptido de afinidad con hTfR y el antigeno es alto y la constante de
disociacion en una solucidn acuosa es sorprendentemente baja, cuando el
péptido de afinidad con hTfR se administra al cuerpo vivo, la region
variable no puede disociarse del antigeno, y como un resultado, existe
una posibilidad de que pueda ocurrir una inconveniencia funcional. En
un caso como el anterior, al introducir una mutacion en la region variable,
la constante de disociacion puede ajustarse paso por paso para ser 2 a 5

veces, 5 a 10 veces, 10 a 100 veces, o similar de la region variable
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original, y se puede obtener el péptido de afinidad con hTfR preferido
cumple con el propdsito. Por otro lado, al introducir la mutacion, la
constante de disociacion también puede ajustarse paso por paso a 1/2 a
1/5 veces, 1/5 a 1/10 veces, 1/10 a 1/100 veces, o similar de la region
variable original.

[0062] La afinidad de union entre el péptido de afinidad con hTfR y el
receptor de transferrina, que es, la constante de disociacion puede medirse
por medio de un método, por ejemplo, haciendo uso de un método de
interferometria de biocapa (BLI), especificamente, un sistema Octet. La
totalidad o una parte de los receptores de transferrina derivados de un
animal adecuado se fija a un sensor, y una solucioén que incluye una region
variable del péptido de afinidad con hTfR se utiliza como una muestra
para medir una constante de tasa de unidon (Kon) o una constante de tasa
de asociacion (Koff), con lo cual una constante de disociacion puede
calcularse a partir del resultado. Ademas, de igual forma, la constante
de disociacién también puede calcularse por medio de un método
haciendo uso de una técnica de resonancia de plasmones superficiales
(SPR), especificamente, un método que hace uso de Biacore. Por
ejemplo, el método de medicion descrito en el Ejemplo 7 puede utilizarse
de manera adecuada como un método que mide la afinidad de unién entre
el péptido de afinidad con hTfR y el receptor de transferrina.

[0063] La introduccion de la mutacion, como, por ejemplo, sustitucion,
eliminacién y adicion a la secuencia de aminoéacido de la region variable
del péptido de afinidad con hTfR puede llevarse a cabo, por ejemplo, al
hacer uso de un gen que codifica la region variable de un anticuerpo de

cadena pesada de anti-hTfR como una plantilla y la introduccioén de una
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mutacion en un sitio especifico de la secuencia de nucleétido del gen por
medio de un método, como, por ejemplo, PCR, o al introducir una
mutacion aleatoria.

[0064] La introduccion de una mutacion en la secuencia de aminoacido
del péptido de afinidad con hTfR con el fin de ajustar la afinidad entre el
péptido de afinidad con hTfR y hT{R puede llevarse a cabo, por ejemplo,
al incorporar un gen que codifique el péptido de afinidad con hTfR en un
fagémido, producir un fago que exprese el péptido de afinidad con hTfR
en la superficie de capside que use el fagémido, y un activar un mutageno
o parecidos en el fago. El fago puede proliferase mientras se introduce
una mutacion a un gen que codifica el péptido de afinidad con hT{R por
medio de un mutdgeno, y un fago que expresa un anticuerpo de una
cadena sencilla que tiene una constante de disociacion deseada puede
seleccionarse a partir del fago proliferado por medio del método antes
descrito.

[0065] En el péptido de afinidad con hTfR que tiene una afinidad
relativamente alta por hTfR, la cual se obtiene por medio del método
antes descrito, una constante de disociacion (Kp) con hTfR, la cual de
preferencia se mide por medio del método descrito en el Ejemplo 7, de
preferencia es 5 x 10 M 0 menos, y con mayor preferencia 2 x 108 M o
menos, y, por ejemplo, 1 x 10® M 0 menos, 5 x 10° M omenosy 1 x 10
® 0 menos. Ejemplos del péptido adecuado incluyen un péptido en el
cual una constante de disociaciones 5x 10" Mal1lx 10 M, 2x 10-'' M
alx10%1x10"°"Mal1x10¥M,01.0x10°Ma1.0x 10° M.

[0066] Al seleccionar el péptido de afinidad con hTfR que tiene una
afinidad por el TfR de mono del péptido de afinidad con hTfR obtenido
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tal y como se describio anteriormente, es posible obtener el péptido de
afinidad con hTfR que tiene una afinidad por el TfR y el TfR de mono.
El péptido de afinidad con hTfR que tiene una afinidad para el TfR de
mono puede seleccionarse, por ejemplo, por medio de un método ELISA
haciendo uso de un TfR de mono recombinante producido por medio de
una técnica de recombinacion genética. En este método ELISA, el TfR
de mono recombinante se inmoviliza sobre una placa, el péptido de
afinidad con hTfR se pone en contacto con la placa, el péptido de afinidad
con hTfR no unido al TfR de mono recombinante se retira de la placa, y
se mide la cantidad del péptido de afinidad con hTfR retenido sobre la
placa. Entre mas alta sea la afinidad del TfR de mono recombinante,
mas grande serd la cantidad del péptido de afinidad con hTfR retenido
sobre la placa, de forma que el péptido de afinidad con hTfR que
corresponde con la placa en la cual se retienen mas péptidos de afinidad
con hTfR pueda seleccionarse como el péptido de afinidad con hTfR que
tiene una afinidad por el TfR de mono. El término “mono” utilizado en
la presente de preferencia se refiere a un mono diferente de un humano,
con mayor preferencia a un mono clasificado como Cercopithecidae, con
aun mayor preferencia se refiere a un mono clasificado como Macaca, y
con aun mayor preferencia se refiere a un mono clasificado como
Macaca, por ejemplo, un mono rhesus o un mono cangrejo, y en particular
se refiere a un mono cangrejo. El uso del mono cangrejo es conveniente
para la evaluacion de la efectividad del fA&rmaco aplicado haciendo uso
del péptido de afinidad con hTfR. De igual forma, es posible obtener
un péptido que tiene una afinidad por TfR tanto de humanos como de

monos, por medio del mismo método para el péptido de region variable
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del anticuerpo de cadena pesada de anti-hT{R.
[0067] Elpéptido de afinidad con hT{R que tiene una afinidad por hTfR
de humanos y monos tiene un efecto ventajoso ya que la farmacocinética
en el cuerpo humano, en caso de ser administrado, puede observarse en
un mono. Por ejemplo, en un caso en donde un elemento farmacéutico
se desarrolla al hacer uso del péptido de afinidad con hTfR de acuerdo
con la modalidad de la presente invencion, al conducir una parte de
pruebas no clinicas, como, por ejemplo, una prueba farmacocinética del
elemento farmacéutico haciendo uso de monos, es posible predecir de
manera mas precisa la farmacocinética, entre otros, en un caso en donde
el péptido se administra a un humano. Como resultado, el desarrollo del
elemento farmacéutico puede promoverse considerablemente. Lo
mismo puede aplicarse al péptido de region variable del anticuerpo de
cadena pesada de anti-hTfR.
[0068] En la presente invencion, el péptido de afinidad con hTfR que
tiene una afinidad relativamente alta por hTfR y que tiene una afinidad
por el TfR de un mono particularmente es de la siguiente manera en un
caso en donde se mide con el método descrito en el Ejemplo 7.

(a) todas las constantes de disociacion con hTfR y el TfR de
monoson 5x 10" Ma5x 107" M,y

(b) todas las constantes de disociacion con hTfR y el TfR de
monoson5x 10" Malx10®%M,

(a) todas las constantes de disociacion con hTfR y el TfR de
monoson5x 10°Malx10%M,y

(d) todas las constantes de disociacion con hTfR y el TfR de
mono son 1 x 101°Ma5x 10" M,y
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En particular, en (a) a (d), la proporcion de la constante de
disociacion con el hTfR a la constante de disociacion con TfR de mono
de preferencia es 1 a 10, por ejemplo, 3 a 10, 5a 10,0 3 a 5 en un caso
en donde el valor de la constante de disociacion con hTfR se establece en
1.

[0069] Ya que las constantes de disociacion de los péptidos de afinidad
con hTfR 1 a 3 en la presente modalidad con el TfR del ser humano y el
mono son cualquiera de (a) a (e) antes descritos, puede decirse que el
comportamiento en el cuerpo del mono en caso de ser administrado al
mono se aproxima al comportamiento en caso de ser administrado al ser
humano. Por lo tanto, en un farmaco aplicado con los péptidos de
afinidad con hTfR 1 a 3, en una prueba utiliza monos, se obtiene un
resultado que refleja el comportamiento en caso de ser administrado a un
ser humano. Por lo tanto, como resultado de la prueba con monos, los
resultados mas utiles pueden obtenerse como un juicio material en caso
de conducir un ensayo clinico con humanos. En particular, ya que la
proporcion de la constante de disociacion con HTfR a la constante de
disociacion con TfR de mono se encuentra en un rango de 1 a 10, en un
caso en donde el valor de la constante de disociacion con hTfR es 1, los
péptidos de afinidad con hTfR 1 y 2 son adecuados para suponer con
facilidad del comportamiento en el cuerpo humano del comportamiento
en el cuerpo de mono.

[0070] En un caso en donde el péptido de afinidad con hTfR en la
modalidad de la presente invencidon se administra a un cuerpo Vvivo
mediante una inyeccion intravenosa, entre otras, el péptido de afinidad

con hTfR puede unirse de manera eficiente al hT{R presente en las células
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endoteliales de capilares en el cerebro.  El péptido de afinidad con hTfR
unido al hTfR es capturado en el cerebro por medio de un mecanismo,
como, por ejemplo, endocitosis, exocitosis y transcitosis, a través de la
barrera hematoencefalica. Por lo tanto, mediante la union de una
proteina, un compuesto de bajo peso molecular, entre otros, con estos
péptidos de afinidad con hTfR, estas sustancias pueden pasarse de manera
eficiente a través de la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro.
Ademas, el péptido de afinidad con hTfR en la modalidad de la presente
invencion pasa a través de la barrera hematoencefalica y posteriormente
llega al parénquima cerebral del cerebro, las c€lulas de tipo neuronales
del hipocampo, el parénquima cerebeloso, o al menos uno de los
anteriores. Por lo tanto, al unir un farmaco que debe activarse en estos
tejidos o células, especificamente, una proteina, un compuesto de bajo
peso molecular, un acido nucleico, entre otros, con el péptido de afinidad
con hTfR de la presente invencidn, se puede hacer que el farmaco llegue
a dichos tejidos o células. Dicho complejo del péptido de afinidad con
hTfR y el fa&rmaco es referido como un complejo de péptido de afinidad
con hTfR-farmaco en la presente memoria descriptiva. Lo mismo
puede decirse con respecto al péptido de region variable del anticuerpo
de cadena pesada de anti-hTfR y el péptido de dominio variable tnico de
inmunoglobulina del hTfR (incluyendo VHH). En lo sucesivo, el
péptido de afinidad con hTfR se describird en detalle, pero las
aplicaciones, y otros, también se aplican al péptido de la region variable
del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR, el péptido de dominio
variable inico de inmunoglobulina de hTfR, el hTfR-VHH, entre otros.

[0071] Con el fin de permitir a una sustancia (proteina, compuesto de
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bajo peso molecular, 4cido nucleico, entre otros), la cual, en general, no
es posible pasar a través de la barrera hematoencefalica, y, en
consecuencia, apenas puede, o no puede en absoluto, ejercer una accion
fisiologica o farmacolodgica en el cerebro en caso de una administracion
intravenosa, para ejercer una accion en el cerebro, puede ser un medio
efectivo para formar un complejo con el péptido de afinidad con hTfR de
acuerdo con la modalidad de la presente invencion. En particular, el
péptido de afinidad con hTfR de la presente invencion pasa a través de la
barrera hematoencefalica y posteriormente llega a la corteza del cerebro,
las células de tipo neuronales del hipocampo, la corteza del cerebelo, o al
menos uno de los anteriores.  Por lo tanto, por medio de la
administracion intravenosa o administracion a la sangre estas sustancias
en una forma de unirse al péptido de afinidad con hTfR de la presente
invencion, es posible permitir a estas sustancias pasar a través de la
barrera hematoencetfalica y llegar el tejido nervioso central, y para ejercer
o mejorar la actividad fisiologica del mismo en el tejido o la célula del
sistema nervioso central. Lo mismo puede aplicarse al péptido de
region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR.

[0072] Como un método para unir el péptido de afinidad con hTfR a
dicha sustancia (proteina, compuesto de bajo peso molecular, 4cido
nucleico, entre otros), existe un método para unir el péptido de afinidad
con hTfR a través de un ligador no peptidico o un ligador peptidico. Lo
mismo puede aplicarse al péptido de region variable del anticuerpo de
cadena pesada de anti-hTfR. Como el ligador no peptidico, puede
utilizarse polietilenglicol (PEG), polipropilenglico, un copolimero de

etilenglicol y propilenglicol, un poliol polixoietilinado, alcohol
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polivinilico, polisacaridos, dextrana, éter de polivinilo, un polimero
biodegradable, un polimero lipidico, quitinas, &cido hialuronico, o un
derivado de los mismos, 0 una combinacion de los mismos. El ligador
peptidico es una cadena peptidica o un derivado de la misma, el cual esta
compuesto a partir de 1 a 60 aminoacidos unidos por un enlace peptidico,
y en el cual la terminal N y la terminal N de los mismos forman un enlace
covalente con cualquiera de un péptido de afinidad con hTfR o proteina,
un compuesto de bajo peso molecular, un acido nucleico, entre otros, de
forma que el anticuerpo anti-hTfR y una proteina, un compuesto de bajo
peso molecular, un acido nucleico, o parecidos se unen entre si.

[0073] Un ligador no peptidico en el cual el péptido de afinidad con
hTfR de la presente invencion y una proteina (A) diferente deseada se
unen entre si al usar PEG en particular es referido como una proteina (A)
un péptido de afinidad con hTfR-PEG-proteina. El péptido de afinidad
con hTfR-PEG-proteina puede producirse al producir un péptido de
afinidad con hTfR-PEG al unir un péptido de afinidad con hTfR y PEG,
y posteriormente unir el péptido de afinidad con hTfR-PEG y la proteina
(A) diferente. De manera alternativa, el péptido de afinidad con hTfR-
PEG-proteina también puede producirse mediante una proteina-PEG
creada al unir la proteina (A) diferente y PEG entre si, y posteriormente
unir la proteina-PEG y el péptido de afinidad con hTfR entre si. En un
caso en donde PEG se une al péptido de afinidad con hTfR y la proteina
(A) diferente, se utiliza el PEG modificado con un grupo funcional, como,
por ejemplo, carbonato, un carbonilimidazol, un éster activo de un acido
carboxilico, un azlacton, un imidotiono ciclico, un isocianato, un

isotiocianato, un imidato o un aldehido. El grupo funcional introducido
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en estos PEG se hace reaccionar principalmente con el grupo amino en el
péptido de afinidad con hTfR y la proteina (A) diferente en la molécula,
con lo cual el PEG y el péptido de afinidad con hTfR y la proteina (A)
diferente se enlazan de manera covalente entre si. Un peso molecular y
una forma del PEG utilizados en este punto no se limitan particularmente,
y un peso molecular promedio (MW) del mismo de preferencia es 500 a
60,000, y con mayor preferencia 500 a 20,000. Por ejemplo, el PEG que
tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 300,
aproximadamente 500, aproximadamente 1,000, aproximadamente
2,000, aproximadamente 4,000, aproximadamente 10,000,
aproximadamente 20,000, entre otros, pueden utilizarse de manera
adecuada como el ligador no peptidico. Lo mismo aplica en un caso
donde el péptido de afinidad con hTfR se une a un compuesto de bajo
peso molecular, 4cido nucleico, entre otros.

[0074] Por ejemplo, el péptido de afinidad con hTfR-PEG se obtiene al
mezclar el péptido de afinidad con hT{R y un polietilenglicol (ALD-PEG-
ALD) que tiene un grupo aldehido como un grupo funcional, de forma
que la relacion molar de ALD-PEG-ALD con el anticuerpo sea 1:11,
1:12.5,1:15, 1:110, 1:120, entre otros, y afiadir un agente reductor, como,
por ejemplo, NaCNGH3; a la mezcla para crear una reaccion. Después,
el péptido de afinidad con hTfR-PEG se hace reaccionar con la proteina
(A) diferente en la presencia de un agente reductor, como, por ejemplo,
NaCNBH3, para de ese modo obtener un péptido de afinidad con hTfR-
PEG-proteina. Por otro lado, el péptido de afinidad con hT{fR-PEG-
proteina también puede obtenerse por medio de una primera unioén con la

proteina (A) diferente y el ALD-PEG-ALD para producir una proteina-
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PEG, y posteriormente unirse con la proteina-PEG y el péptido de
afinidad con hTfR.

[0075] EI péptido de afinidad con hTfR y la proteina (A) diferente
también pueden unirse entre si por medio de un ligador peptidico o
directamente con la terminal C o la terminal N del péptido de afinidad
con hTfR, respectivamente, por medio de un enlace peptidico. La
proteina de fusion obtenida al unir dicho péptido de afinidad con hTfR y
una proteina (A) diferente entre si puede obtenerse como una proteina
recombinante al incorporar un fragmento de ADN en el cual un ADNc
que codifica la proteina (A) diferente se configura en estructura con una
terminal 3’ o terminal 5° de un ADNc que codifica el péptido de afinidad
con hTfR con un fragmento de ADN que codifica una secuencia de
aminodcido de un ligador peptidico interpuesto entre los mismos en un
vector de expresion para una célula eucarionte, como, por ejemplo, una
célula de mamifero o una levadura o un vector de expresion para una
célula procarionte, como, por ejemplo, Escherichia coli, y posteriormente
cultivar una célula huésped en la cual se ha introducido el vector de
expresion. En la presente memoria descriptiva, la proteina
recombinante, en la cual el péptido de afinidad con hTfR y la proteina
(A) diferente se unen entre si, es referida como una proteina de fusion de
péptido de afinidad con hTfR-proteina (A). De igual forma, la proteina
recombinante, en la cual el péptido de dominio variable Unico de
inmunoglobulina se une con la proteina (A) diferente, es referido como
una proteina de fusion de péptido de dominio variable unico de
inmunoglobulina-proteina (A). Ademas, una proteina recombinante, en

la cual el péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada
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se une con una proteina (A) diferente, es referida como una proteina de
fusion de péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada-
proteina (A). La proteina de fusion de péptido de afinidad con hT{R-
proteina (A), la proteina de fusidon de péptido de dominio variable tinico
de inmunoglobulina-proteina (A), y la proteina de fusion de péptido de la
region variable del anticuerpo de cadena pesada-proteina (A) pueden
reemplazarse mutuamente dependiendo del contexto en la presente
memoria descriptiva.

[0076] El ligador peptidico configurado entre el péptido de afinidad con
hTfR y la proteina (A) diferente de preferencia es una cadena peptidica
que consiste en 1 a 60, o 1 a 50, con mayor preferencia 1 a 17, con aun
mayor preferencia 1 a 10, y con ain mayor preferencia 1 a 5 aminoacidos,
pero el nimero de aminodcidos que constituye el ligador peptidico puede
ajustarse de manera adecuadaa 1,2,3,1a 17, 1a 10, 10 a 40, 20 a 34,
23 a31,25a29,27, o parecidos dependiendo de la proteina (A) diferente
que va a unirse al anticuerpo anti-hTfR. Dicho ligador peptidico no se
limita a una secuencia de aminoacido, siempre que el péptido de afinidad
con hTfR enlazado a la misma tenga una afinidad por HT{R y la proteina
(A) diferente enlazada mediante el ligador peptidico pueda mostrar una
actividad fisiologica deseada bajo condiciones fisioldgicas, pero de
preferencia esta compuesto a partir de glicina y serina.

[0077] Los ejemplos de un ligador peptidico preferido incluyen un
ligador peptidico que consiste en un aminoacido (por ejemplo, glicina o
serina), la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido
Ser-Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de

aminoacido establecida en SEQ ID NO: 19, la secuencia de aminoacido
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establecida en la SEQ ID NO: 20, la secuencia de aminoacido establecida
en la SEQ ID NO: 21, la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ
ID NO: 22, 1a secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 23,
la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 24, y la
secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO: 25. Ademas,
los ejemplos del ligador peptidico preferido incluyen un ligador peptidico
que consiste en un aminoacido (por ejemplo, glicina o serina), un ligador
peptidico que incluye una secuencia, en la cual 2 a 10, 0 2 a 5 secuencias
de aminoacido se selecciona a partir del grupo que consiste en la
secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-Ser, la
secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminodcido de
SEQ ID NO: 19, la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 20, y Ila
secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 21 se configuran en serie. El
ligador peptidico tiene una secuencia que consiste en 2 a 50 aminodcido,
una secuencia que consiste en 2 a 17 aminoacido, 2 a 10 aminodacido, 10
a 40 aminoacido, 20 a 34 aminoacido, 23 a 31 aminoacidos, 25 a 29
aminoacidos, o 27 aminoacidos. Por ejemplo, el ligador peptidico que
incluye la secuencia de aminoacido Gly-Ser puede utilizarse de manera
adecuada como el ligador peptidico. Ademas, el ligador peptidico que
incluye un total de 25 aminoacidos, en la cual la secuencia de aminoacido
se establece en SEQ ID NO: 19 y se repite 5 veces, también puede
utilizarse de manera adecuada como el ligador peptidico.

[0078] EI péptido de afinidad con hTfR también puede unirse a una
region Fe de IgG humano (region Fe hlgG). Al unir la region Fe hlgG
con el péptido de afinidad con hTfR, la estabilidad del péptido de afinidad

con hTfR in vivo, por ejemplo, puede aumentarse la retencion de sangre.
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Los ejemplos de dicho péptido de afinidad con hTfR, al cual se une la
region Fc hlgG, incluye un péptido, en el cual la region Fc hlgG se une
con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR de manera directa o a
través de un ligador peptidico, y un péptido, en el cual la region Fc higG
se une con la terminal N del péptido de afinidad con hTfR de manera
directa o a través de un ligador peptidico. El conjugado de la regiéon Fc
y el péptido de afinidad con hTfR puede utilizarse para formar un
complejo con una sustancia (proteina, compuesto de bajo peso molecular,
acido nucleico, entre otros), la cual normalmente no puede pasar a través
de la barrera hematoencefalica, y, en consecuencia, no puede ejercer una
accion fisiologica o farmacoldgica en el cerebro en caso de una
administracion intravenosa. Dicha sustancia puede unirse al conjugado
de la region Fc y el péptido de afinidad con hT{R por medio del método
antes descrito, por ejemplo, un método que utiliza PEG. Se predice que,
en un caso en donde el complejo se administra a un cuerpo vivo por medio
de una inyeccion intravenosa o parecidos, el complejo puede pasar a
través de la barrera hematoencefalica y llega a la corteza del cerebro, las
células de tipo neuronales del hipocampo, la corteza del cerebelo, entre
otros. Por lo tanto, al utilizar el conjugado, es posible mostrar la
actividad fisiologica de estas sustancias en el tejido o la célula del sistema
nervioso central. Ademas, ya que la estabilidad en la sangre es mayor
que la del complejo que no tiene una region Fc hlgG en la sangre, en un
caso en donde se administra a un cuerpo vivo, el efecto farmacéutico
puede mostrarse durante un periodo de tiempo mas largo. Una proteina,
en la cual el péptido de afinidad con hTfR se une con la region Fc de IgG

humana, puede obtenerse como una proteina recombinante, de igual
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forma con la proteina de fusioén péptido de afinidad con hTfR-proteina
(A).

[0079] EI péptido de afinidad con hTfR y una proteina (A) diferente
también pueden unirse con una region Fc hlgG. Al unir la regién Fc
hlgG, puede aumentarse la estabilidad del conjugado en el cuerpo vivo,
por ejemplo, la retencion de sangre. Los ejemplos de dicha proteina, a
la cual la regioén Fc se une, incluye una proteina, en la cual la region Fc
hlgG se une con la terminal C de la proteina (A) diferente de manera
directa o a través de un ligador peptidico, y el péptido de afinidad con
hTfR se une con la terminal C de la regién Fc higG de manera directa o
a través de un ligador peptidico. Ademas, dicha proteina incluye una
proteina, en la cual la region Fc hlgG se une con la terminal C del péptido
de afinidad con hTfR de manera directa o a través de ligador peptidico, y,
ademas, la proteina (A) diferente se une con la terminal C de la regién Fc
hlgG de manera directa o a través de una secuencia de ligador. Ademas,
dicha proteina incluye una proteina, en la cual la proteina (A) diferente se
une con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR de manera directa
o a través de un ligador peptidico, y, ademas, la regién Fc hlgG se une
con la terminal C de la proteina (A) diferente de manera directa o a través
de una secuencia de ligador. Ademas, dicha proteina incluye una
proteina, en la cual el péptido de afinidad con hT{R se une con la terminal
C de la proteina (A) diferente de manera directa o a través de un ligador
peptidico, y, ademas, la regién Fc hlgG se une con la terminal C del
péptido de afinidad con hTfR de manera directa o a través de una
secuencia de ligador. Ademas, dicha proteina incluye una proteina en la

cual el péptido de afinidad con hTfR se une con la terminal C de la region
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Fc hlgG de manera directa o a través de un ligador peptidico, y, ademas,
la proteina (A) diferente se une con la terminal C del péptido de afinidad
con hTfR de manera directa o a través de una secuencia de ligador.
Dicha proteina incluye una proteina, en la cual la proteina (A) diferente
se une con la terminal C de la region Fc hlgG de manera directa o a través
de un ligador peptidico, y el péptido de afinidad con hTfR se une con la
terminal C de la proteina (A) diferente de manera directa o a través de
una secuencia de ligador. La proteina, en la cual el péptido de afinidad
con hTfR, la proteina (A) diferente y la regién Fc hIgG se unen entre si,
puede obtenerse como una proteina recombinante, de igual forma con la
proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR-proteina (A). Por lo
tanto, la proteina recombinante obtenia también se incluye en la proteina
de fusion de péptido de afinidad con hTfR-proteina (A). Puede
utilizarse aqui un ligador peptidico configurado entre el péptido de
afinidad con hTfR y la proteina (A) diferente antes mencionados.

[0080] EI tipo de IgG de la region Fc hligG que va a ser unido no se
limita de manera particular, y puede ser cualquiera de IgG1l a IgGS5.
Ademas, la regidon Fc hlgG introducida puede ser la region Fc completa
o una parte de la region Fc. Los ejemplos de una modalidad preferida
de dicha regién Fc hlgG incluye una regiéon Fc hlgG que tiene la
secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 26, la cual es la
region completa del Fc de IgG1 humana.

[0081] EI péptido de afinidad con hTfR también puede unirse con la
seroalbimina humana (HSA). Alunirla HSA con el péptido de afinidad
con hTfR, la estabilidad del péptido de afinidad con hTfR in vivo, por

ejemplo, puede mejorarse la retencion de sangre.  Los ejemplos de dicho

80



10

15

20

25

FP24-0169-00

péptido de afinidad con hTfR, al cual se une la HSA, incluye un péptido,
en el cual la HSA se une con la terminal C del péptido de afinidad con
hTfR de manera directa o a través de un ligador peptidico, y un péptido,
en el cual la HSA se une con la terminal N del péptido de afinidad con
hTfR de manera directa o a través de un ligador peptidico.  El conjugado
de la HSA y el péptido de afinidad con hTfR puede utilizarse para formar
un complejo, en el cual el conjugado se une de manera adicional con una
sustancia (proteina, compuesto de bajo peso molecular, acido nucleico,
entre otros), la cual normalmente no puede pasar a través de la barrera
hematoencefélica, y, en consecuencia, no puede ejercer una accion
fisiolégica o farmacoldgica en el cerebro por medio de una
administracion intravenosa. Dicha sustancia puede unirse al conjugado
de la HSA y el péptido de afinidad con hTfR por medio del método antes
descrito, por ejemplo, un método que utiliza PEG. Se predice que, en
un caso en donde el complejo se administra a un cuerpo vivo por medio
de una inyeccion intravenosa o parecidos, el complejo puede pasar a
través de la barrera hematoencefalica y llega a la corteza del cerebro, las
células de tipo neuronales del hipocampo, la corteza del cerebelo, entre
otros. Por lo tanto, al utilizar el conjugado, es posible mostrar la
actividad fisiologica de estas sustancias en el tejido o la célula del sistema
nervioso central. Ademads, ya que la estabilidad en la sangre del
complejo es mas alta que la estabilidad en la sangre del complejo que no
tiene HSA, en un caso en donde se administra a un cuerpo vivo, la
efectividad del farmaco puede mostrarse durante un periodo de tiempo
largo. Una proteina, en la cual el péptido de afinidad con hTfR se une

con la HSA, puede obtenerse como una proteina recombinante, de igual
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forma con la proteina de fusioén péptido de afinidad con hTfR-proteina
(A).

[0082] La HSA también puede unirse de manera adicional con la
proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR-proteina (A). Los
ejemplos de dicha proteina, a la cual la HSA se une, incluye una proteina,
en la cual la HSA se une con la terminal C de la proteina (A) diferente de
manera directa o a través de un ligador peptidico, y ademas el péptido de
afinidad con hTfR se une con la terminal C de la HSA de manera directa
o a través de un ligador peptidico. Ademas, dicha proteina incluye una
proteina, en la cual la HSA se une con la terminal C del péptido de
afinidad con hTfR de manera directa o a través de ligador peptidico, y,
ademas, la proteina (A) diferente se une con la terminal C de la HSA de
manera directa o a través de una secuencia de ligador. Ademas, dicha
proteina incluye una proteina, en la cual la proteina (A) diferente se une
con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR de manera directa o a
través de un ligador peptidico, y, ademas, la HSA se une con la terminal
C de la proteina (A) diferente de manera directa o a través de una
secuencia de ligador. Ademas, dicha proteina incluye una proteina, en
la cual el péptido de afinidad con hTfR se une con la terminal C de la
proteina (A) diferente de manera directa o a través de un ligador
peptidico, y, ademas, la HSA se une con la terminal C del péptido de
afinidad con hTfR de manera directa o a través de una secuencia de
ligador. Ademads, dicha proteina incluye una proteina en la cual el
péptido de afinidad con hTfR se une con la terminal C de la HSA de
manera directa o a través de un ligador peptidico, y, ademas, la proteina

(A) diferente se une con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR
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de manera directa o a través de una secuencia de ligador. Ademas, dicha
proteina incluye una proteina, en la cual la proteina (A) diferente se une
con la terminal C de la HSA de manera directa o a través de un ligador
peptidico, y, ademas, la HSA se une con la terminal C de la proteina (A)
diferente de manera directa o a través de una secuencia de ligador. Una
proteina obtenida al unir el péptido de dominio variable Unico de
inmunoglobulina de hTfR con la proteina (A) diferente y la HSA puede
obtenerse como una proteina recombinante, de igual forma con la
proteina de fusion de péptido de dominio variable unico de
inmunoglobulina de hTfR-proteina (A). Por lo tanto, la proteina
recombinante obtenia también se incluye en la proteina de fusion de
péptido de afinidad con hTfR-proteina (A). Puede utilizarse aqui un
ligador peptidico configurado entre el péptido de afinidad con hTfR y la
proteina (A) diferente antes mencionados.

[0083] La HSA antes descrita de preferencia es una HSA del tipo
silvestre que tiene la secuencia de aminoacido que se muestra en SEQ ID
NO: 27, pero no se limita a la misma, y siempre que la estabilidad de la
sustancia unidad con la HSA en la sangre pueda mejorarse, puede
utilizarse una HSA mutante en la cual una sustitucion, eliminacién o
adicion se anade a la secuencia de aminoacido de la HSA del tipo
silvestre.

[0084] Una sustancia que tiene una afinidad por albimina también
puede utilizarse en lugar de la HSA. Ya que una sustancia que tiene una
afinidad por albumina se une con la albumina en la sangre, la vida media
en la sangre de la proteina de fusion del anticuerpo de cadena pesada de

anti-hTfR y la proteina (A) diferente o parecidos administrados a un
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cuerpo vivo puede aumentarse en la misma forma que en un caso en
donde se hace uso de HSA. Puede utilizarse como la sustancia que tiene
una afinidad por albamina, por ejemplo, un péptido obtenido al modificar
un dominio de unién de albumina de una proteina derivada de cepa de
Streptococcus G418 que tiene una secuencia de aminodcido representada
por SED ID NO: 28 para mostrar una resistencia a alcalis (Alm T.
biotechnol J. 5. 605-17 (2010)).

[0085] La afinidad de unién de la albumina con la proteina de fusion de
péptido de afinidad con hTfR-proteina (A) a la cual se ha introducido la
afinidad de albuimina, la cual se mide en conformidad con el método de
interferometria de biocapa descrita en el Ejemplo 7, de preferencia es 1 x
107 M o menos, con mayor preferencia 5 x 107 M o menos, con atn
mayor preferencia 1 x 10® M o menos, e incluso con ain mayor
preferencia 1 x 10° M o menos.

[0086] Una pluralidad de los péptidos de afinidad con hTfR también
puede unirse directamente o a través de un ligador peptidico. En dicho
caso, la pluralidad de los péptidos de afinidad con hTfR que van a unirse
entre si pueden tener la misma secuencia de aminoacido, o pueden tener
diferentes secuencias de aminodcido. EIl nimero de los péptidos de
afinidad con hTfR que van a unirse no se limita de manera particular, sino
que es, por ejemplo, 2a 10,2 a5, 2, 3, entre otros. Al unir la pluralidad
de péptidos de afinidad con hTfR, es posible para impartir propiedades,
como, por ejemplo, mejorar la afinidad por anti-hTfR. En la presente
memoria descriptiva, un péptido en el cual una pluralidad de péptidos de
afinidad con hTfR se enlazan en esta forma es referido como un péptido

de afinidad con hTfR de tipo tindem. El péptido de afinidad con hTfR
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de tipo tdndem se incluye en el péptido de afinidad con hTfR. Lo mismo
puede decirse del péptido de dominio variable tinico de inmunoglobulina
y el péptido de la region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-
hTfR.

[0087] Elligador peptidico utilizado para unir el péptido de afinidad con
hTfR antes descrito con la regiéon Fc higG o HSA de preferencia esta
compuesto a partir de 1 a 60, o 1 a 50 aminoacidos. Aqui, el nimero de
aminoacidos se ajusta de manera apropiadade 1 a 17,1 a 10, 10 a 40, 20
a 34,23 a3l1,25a29,27, entre otros. Dicho ligador peptidico no esta
limitado, siempre que el péptido de afinidad con hTfR enlazado a la
misma tenga una afinidad por HT{R y la region Fc hlgG o HSA enlazada
mediante el ligador peptidico pueda mostrar una funcién deseada bajo
condiciones fisiologicas, y de preferencia estd compuesto a partir de
glicinay serina. Lo mismo aplica al ligador peptidico utilizado para unir
el péptido de afinidad con hTfR, la proteina (A) diferente y la region Fc
hlgG. Lo mismo aplica al ligador peptidico utilizado para unir el
péptido de afinidad con hTfR, la proteina (A) diferente y la HSA. Lo
mismo aplica al ligador peptidico para unir una pluralidad de péptidos de
afinidad con hTfR.

[0088] Los ejemplos del ligador peptidico preferido incluyen un ligador
peptidico que consiste en un aminoacido (por ejemplo, glicina o serina),
la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-Ser,
la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido
establecida en SEQ ID NO: 19, la secuencia de aminoacido establecida
en la SEQ ID NO: 20, la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ
ID NO: 21, la secuencia de aminodacido establecida en la SEQ ID NO: 22,
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la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 23, la
secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO: 24, y la secuencia
de aminodcido establecida en la SEQ ID NO: 25. Ademas, los ejemplos
del ligador peptidico preferido incluyen un ligador peptidico que consiste
en un aminoacido (por ejemplo, glicina o serina), un ligador peptidico
que incluye una secuencia, en la cual 2 a 10, o 2 a 5 secuencias de
aminoacido se selecciona a partir del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-Ser, la secuencia
de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO:
19, la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 20, y la secuencia de
aminoacido de SEQ ID NO: 21 se configuran en serie. El ligador
peptidico tiene una secuencia que consiste en 2 a 50 aminoacido, una
secuencia que consiste en 2 a 17 aminoacido, 2 a 10 aminoacido, 10 a 40
aminoacido, 20 a 34 aminoacido, 23 a 31 aminoacidos, 25 a 29
aminodcidos, o 27 aminoacidos. Por ejemplo, el compuesto que incluye
la secuencia de aminoéacido Gly-Ser puede utilizarse de manera adecuada
como el ligador peptidico. Ademas, el ligador peptidico que incluye un
total de 25 aminoacidos, en la cual la secuencia de aminoacido se
establece en SEQ ID NO: 19 y se repite 5 veces, también puede utilizarse
de manera adecuada como el ligador peptidico.

[0089] El péptido de afinidad con hTfR y la proteina de fusion péptido
de afinidad con hTfR-proteina (A) también puede estabilizarse en la
sangre por medio de un método diferentes del mencionado al anterior.
Por ejemplo, estas proteinas pueden modificarse con PEG para mejorar
la estabilidad en la sangre. Por lo general, se ha llevado a la practica

dicho método en el campo de medicina proteinica, y eritropoyetina
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PEGilada, interferén, entre otros, para uso farmacéutico. Ademas, el
péptido de afinidad con hTfR también puede estabilizarse al introducir
una mutacién en el péptido de afinidad con hTfR.

[0090] La proteina (A) diferente que va a unirse con el péptido de
afinidad con hTfR no esta particularmente limitada, pero es una proteina
que muestra actividad fisiologica in vivo, y, en particular, es una proteina
de la cual no se espera que funcione en el cerebro por medio de una
administracion intravenosa, ya que no puede pasar a través de la barrera
hematoencefalica tal y como son, aunque necesita llegar al cerebro y
mostrar la funcién del mismo. Ejemplos de dicha proteina incluyen
enzimas lisosomales, como, por ejemplo, iduronato-2-sulfatasa (IDS),
glucocerebrosidasa (GBA), B-galactosidasa, proteina activadora de GM2,
B-hexosaminidasa A, [-hexosaminidasa B, N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa, a-manosidasa (LAMAN), -manosidasa,
galactosilceramidasa (GALC), saposina C, arilsulfatasa A (ARSA), a-L-
fucosidasa (FUCAD), aspartilglucosaminidasa, a-N-
acetilgalactosaminidasa, esfingomielinasa dcida (ASM), a-galactosidasa
A, PB-glucuronidasa (GUSB), heparan N-sulfatasa (SGSH), o-N-
acetilglucosaminidasa (NAGLU), acetil-CoA:a-glucosaminida N-
acetiltransferasa, N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, ceramidasa dacida
(AC), amilo-1,6-glucosidasa, sialidasa, aspartilglucosaminidasa,
tioesterasa de proteina palmitoilada-1 (PPT-1), tripeptidil peptidasa-1
(TPP-1), hialuronidasa-1, a-glucosidasa acida (GAA), CLN1 y CLN2.
Lo mismo puede aplicarse al péptido de region variable del anticuerpo de
cadena pesada de anti-hTfR.

[0091] EI péptido de afinidad con hTfR unido a a-L-iduronidasa
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(IDUA) puede utilizarse como un agente terapéutico para el sindrome de
Hurler o el sindrome de Hurler-Sheie, el péptido de afinidad con hTfR
unido a iduronato-2-sulfatasa (IDS) puede utilizarse como un agente
terapéutico para el sindrome de Hunter, El péptido de afinidad con hTfR
unido a la glucocerebrosidasa (GBA) puede utilizarse como agente
terapéutico para la enfermedad de Gaucher; el péptido de afinidad con
hTfR unido a la B-galactosidasa puede utilizarse como agente terapéutico
para la gangliosidosis GM1 tipos 1 a 3; el péptido de afinidad con hTfR
unido a la proteina activadora de GM2 puede utilizarse como agente
terapéutico para la gangliosidosis GM2 variante AB; el péptido de
afinidad con hTfR unido a la B-hexosaminidasa A puede utilizarse como
agente terapéutico para la enfermedad de Sandhoff y la enfermedad de
Tay-Sachs; el péptido de afinidad con hTfR unido a la B-hexosaminidasa
B puede utilizarse como agente terapéutico para la enfermedad de
Sandhoff; el péptido de afinidad con hTfR unido a la N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferasa puede utilizarse como agente
terapéutico para la enfermedad de células I; el péptido de afinidad con
hTfR unido a la a-manosidasa (LAMAN) puede utilizarse como agente
terapéutico para la a-manosidosis; el péptido de afinidad con hTfR unido
a la B-manosidasa puede utilizarse como agente terapéutico para la [3-
manosidosis; el péptido de afinidad con hTfR wunido a la
galactosilceramidasa (GALC) puede utilizarse como agente terapéutico
para la enfermedad de Krabbe; el péptido de afinidad con hT{R unido a
la saposina C puede utilizarse como agente terapéutico para una
enfermedad de acumulacion tipo Gaucher; el péptido de afinidad con

hTfR unido a la arilsulfatasa A (ARSA) puede utilizarse como agente
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terapéutico para la leucodistrofia metacromatica; el péptido de afinidad
con hTfR unido a la a-L-fucosidasa (FUCAI1) puede utilizarse como
agente terapéutico para la fucosidosis; el péptido de afinidad con hTfR
unido a la aspartilglucosaminidasa puede utilizarse como agente
terapéutico para la aspartilglucosaminuria; el péptido de afinidad con
hTfR unido a la o-N-acetilgalactosaminidasa puede utilizarse como
agente terapéutico para la enfermedad de Schindler y la enfermedad de
Kawasaki; el péptido de afinidad con hTfR unido a la esfingomielinasa
acida (ASM) puede utilizarse como agente terapéutico para la
enfermedad de Niemann-Pick; el péptido de afinidad con hTfR unido a
la a-galactosidasa A puede utilizarse como agente terapéutico para la
enfermedad de Fabry; el péptido de afinidad con hTfR unido a la B-
glucuronidasa (GUSB) puede utilizarse como agente terapéutico para el
sindrome de Sly; el péptido de afinidad con hTfR unido a la hepardn N-
sulfatasa (SGSH) puede utilizarse como agente terapéutico para el
sindrome de Sanfilippo tipo A; el péptido de afinidad con hT{R unido a
la a-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU) puede utilizarse como agente
terapéutico para el sindrome de Sanfilippo tipo B; el péptido de afinidad
con hTfR unido a la acetil-CoA:a-glucosaminida N-acetiltransferasa y a
la N-acetilglucosamina-6-sulfatasa puede utilizarse como agente
terapéutico para el sindrome de Sanfilippo; el péptido de afinidad con
hTfR unido a la ceramidasa acida (AC) puede utilizarse como agente
terapéutico para la enfermedad de Farber; el péptido de afinidad con h'TfR
unido a la amilo-1,6-glucosidasa puede utilizarse como agente
terapéutico para la enfermedad de Cori (enfermedad de Forbes-Cori); el

péptido de afinidad con hTfR unido a la sialidasa puede utilizarse como
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agente terapéutico para trastornos del sistema nervioso central por
deficiencia de sialidasa; el péptido de afinidad con hTfR unido a la
tioesterasa de proteina palmitoilada-1 (PPT-1) puede utilizarse como
agente terapéutico para la lipofuscinosis ceroidea neuronal o enfermedad
de Santavuori-Haltia; el péptido de afinidad con hTfR unido a la
tripeptidil peptidasa-1 (TPP-1) puede utilizarse como agente terapéutico
para la lipofuscinosis ceroidea neuronal o enfermedad de Jansky-
Bielschowsky; el péptido de afinidad con hTfR unido a la hialuronidasa-
1 puede utilizarse como agente terapéutico para la deficiencia de
hialuronidasa; el péptido de afinidad con hTfR unido a la a-glucosidasa
acida (GAA) puede utilizarse como agente terapéutico parda la
enfermedad de Pompe; y el péptido de afinidad con hTfR unido a CLNI1
y CLN2 puede utilizarse como agente terapéutico para cada una de las
formas de la enfermedad de Batten. El péptido de afinidad con hTfR
unido con la enzima puede utilizarse como un agente terapéutico para un
trastorno nervioso central en la enfermedad lisosomal en particular. Por
ejemplo, el péptido de afinidad con hTfR unido con a-L-iduronidasa
(IDUA) puede uilizarse como un agente terapéutico para un trastorno del
sistema nervioso central en el sindrome de Hurler o el sindrome de
Hurler-Scheie. La aplicacién médica no se limita a estas enfermedades.
[0092] Los ejemplos de la proteina que puede mostrar una efectividad
farmacologica al unirse con el péptido de afinidad con hTfR incluye un
factor de crecimiento, un fArmaco de anticuerpo, una citocina, un factor
de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento nervioso derivado
del cerebro (BDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor

neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF), neurotrofina 3,
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neurotrofina 4/5, neurotrofina 6, neuregulina 1, eritropoyetina,
darbepoetina, activina, factor de crecimiento fibrobléstico basico (bFGF),
factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2), factor de crecimiento de
células epiteliales (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), interferon o, interferon P, interferén vy, interleucina 6, factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF), receptor del factor de necrosis tumoral
o (TNF-aR), ligando de PD-1, PD-L1, PD-L2, una enzima con actividad
de degradacion de [-amiloide, un anticuerpo anti-f-amiloide, un
anticuerpo anti-BACE, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-PD-
1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo anti-PD-L2, un anticuerpo
anti-HER2, un anticuerpo anti-TNF-a y un anticuerpo anti-CTLA-4.

[0093] EI péptido de afinidad con hTfR que se une con un factor de
crecimiento nervioso (NGF) puede utilizarse como agente terapéutico
para un trastorno neuroldgico como la enfermedad de Alzheimer; el
péptido de afinidad por hTfR unido a un factor de crecimiento derivado
del cerebro (BDNF) puede utilizarse como agente terapéutico para un
trastorno neuroldégico como la enfermedad de Huntington y la
enfermedad de Alzheimer; el péptido de afinidad por hTfR unido a CNTF
puede utilizarse como agente terapéutico para la esclerosis lateral
amiotréfica; el péptido de afinidad por hTfR unido a GDNF, neurotrofina
3 o neurotrofina 4/5 puede utilizarse como agente terapéutico para la
isquemia cerebral; el péptido de afinidad por hTfR unido a GDNF puede
utilizarse como agente terapéutico para la enfermedad de Parkinson; el

péptido de afinidad por hTfR unido a la neuregulina 1 puede utilizarse
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como agente terapéutico para la esquizofrenia; el péptido de afinidad por
hTfR unido a eritropoyetina o darbepoetina puede utilizarse como agente
terapéutico para la isquemia cerebral; el péptido de afinidad por hTfR
unido a bFGF o FGF2 puede utilizarse como agente terapéutico para
trastornos traumaticos del sistema nervioso central y para la recuperacion
después de una cirugia cerebral o una cirugia de columna; el péptido de
afinidad por hTfR unido a una enzima con actividad de degradacion de
B-amiloide, a un anticuerpo anti-B-amiloide o a un anticuerpo anti-BACE
puede utilizarse como agente terapéutico para la enfermedad de
Alzheimer; el péptido de afinidad por hTfR unido a un anticuerpo anti-
EGFR, un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo
anti-PD-L2, un anticuerpo anti-HER2 o un anticuerpo anti-CTLA-4
puede utilizarse como agente terapéutico para un tumor del sistema
nervioso central, incluido un tumor cerebral; y el péptido de afinidad por
hTfR unido a TNFaR puede utilizarse como agente terapéutico para la
isquemia cerebral y enfermedades encefaliticas.

[0094] Un agente terapéutico para una enfermedad neurodegenerativa,
como, por ejemplo, un enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Huntington; un trastorno mental como la
esquizofrenia y la depresion; un tumor del sistema nervioso central,
incluida la esclerosis multiple, la esclerosis lateral amiotrofica y el tumor
cerebral; una enfermedad lisosomal acompanada de trastorno cerebral,
una enfermedad de almacenamiento de glucdgeno; una distrofia
muscular; isquemia cerebral; una enfermedad encefélica; una enfermedad
pridnica; un trastorno traumatico del sistema nervioso central, entre otros,

puede ser una proteina (A) diferente que va a fusionarse con el péptido
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de afinidad con hTfR en general. Ademds, un agente terapéutico para
una enfermedad del sistema nervioso central viral o bacteriana también
puede ser una proteina (A) diferente que va a fusionarse con el péptido
de afinidad con hTfR en general. Ademads, el f&rmaco que también
puede utilizarse para la recuperacion después de una neurocirugia o una
cirugia de columna puede ser una proteina (A) diferente que va a
fusionarse con el péptido de afinidad con hT{R en general.

[0095] En la presente invencion, el agente terapéutico también incluye
un agente terapéutico utilizado para prevenir el inicio de una enfermedad.
[0096] Las proteinas enumeradas anteriormente como la proteina (A)
diferente que va a fusionarse con el péptido de afinidad con hT{R por lo
regular son las proteinas del tipo silvestre. Sin embargo, una variante
en la cual uno o méas aminodcidos que constituyen estas proteinas del tipo
silvestre se sustituyen con otros aminoacidos, eliminados, entre otros,
también se incluye en dichas proteinas siempre que la variante tenga la
actividad fisiologica original de la proteina. Aqui, “la proteina tiene la
actividad fisiologica original” significa que la proteina tiene 20% o mas
actividad fisioldgica con respecto a la actividad fisiologica de la proteina
del tipo silvestre. La actividad fisioldgica con respecto a la actividad
fisiologica de la proteina del tipo silvestre es con mayor preferencia 40%
0 mas, con aiin mayor preferencia 50% o mas, con alin mayor preferencia
80% o mas, y con alin mayore preferencia 90% o mas.

[0097] Una secuencia de aminoacido de la proteina variante tiene de
preferencia 80% o mas, con mayor preferencia 85% o mas, con aun
mayor preferencia 90% o mas, e incluso con atin mayor preferencia 95%

y, por ejemplo, 98% o mas identidad con la secuencia de aminoécido de
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la proteina (A) del tipo silvestre correspondiente.

[0098] En un caso en donde la secuencia de aminodcido de la proteina
(A) diferente del tipo silvestre se sustituye con otro aminoacido para
obtener una variante, el nimero de los aminoacidos que van a sustituirse
de preferencia es 1 a 10, con mayor preferencia 1 a 5 y con atin mayor
preferencia 1 a 3. En un caso en donde, el aminoacido se elimina, el
nimero de aminoacidos que van a eliminarse de preferencia es 1 a 10,
con mayor preferencia 1 a 5, y con ain mayor preferencia 1 a 3.
Ademas, una variante deseada también puede obtenerse al combinar la
sustitucidon y la eliminacion.  Ademas, una proteina en la cual uno o mas
aminodcidos se afiade a la proteina (A) del tipo silvestre o una variante
de la misma en la secuencia de aminoacido, la terminal N, o la terminal
C también se incluye en estas proteinas, siempre que la proteina tenga la
funcion de una proteina en su totalidad o de manera parcial. El numero
de aminoacidos que van a afiadirse en este momento de preferencia es 1
a 10, con mayor preferencia 1 a 5, y con aiin mayor preferencia 1 a 3.
Una variante deseada también puede obtenerse al combinar la adicion,
sustitucidon y eliminacidn de estos aminoacidos.

[0099] Un caso en donde una mutacidon se aplica a la proteina (A)
diferente y un aminoacido se afiade a la terminal C o la terminal N, el
aminoacido afadido se considera como siendo parte de la proteina (A)
diferente en un caso donde el aminoacido anadido se posiciona entre la
proteina (A) diferente y el péptido de afinidad con hTfR cuando la
proteina (A) diferente se fusiona con el péptido de afinidad con hTfR.
[0100] Los ejemplos de una proteina de fusion adecuada en un caso

donde la proteina (A) diferente es IDS humana incluye los siguientes (1)
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a(4):

(1) una proteina de fusion en la cual la terminal N de hIDA se
une con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR que consiste en
la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
50 SEQ ID NO: 6, a través del ligador peptidico que tiene la secuencia
de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 25,

(2) una proteina de fusion en la cual la terminal N de hIDA se
une con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR 2 que consiste en
la secuencia de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 5 a través del
ligador peptidico que tiene la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 25,

(3) una proteina de fusion en la cual la terminal N del péptido de
afinidad con hTfR 2 que consiste en la secuencia de aminoéacido
establecida en SEQ ID NO: 5 se une con la terminal C del péptido de
afinidad con hTfR 2 que consiste en la secuencia de aminoéacido
establecida en SEQ ID NO: 5 a través del ligador peptidico que tiene la
secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID NO: 25, y ademas con
la terminal C de la misma, la terminal N de la hIDS se une a través del
ligador peptidico que tiene la secuencia de aminoacido GS.

[0101] Los ejemplos de una proteina de fusion adecuada en un caso
donde la proteina (A) diferente es SGSH humana incluye los siguientes.
Esto es,

(1) una proteina de fusion en la cual la terminal N de hSGSH se
une con la terminal C del péptido de afinidad con hTfR que consiste en
una secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5 0 SEQ ID NO: 6, a través del ligador peptidico que tiene la secuencia
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de aminodcido establecida en SEQ ID NO: 25,

(2) una proteina de fusion en la cual la terminal N de hSGSH se
une con la terminal C del péptido de afinidad con hT{R 2 que consiste en
la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 a través del
ligador peptidico que tiene la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 25.

[0102] Trastuzumab es un farmaco de anticuerpo que muestra un efecto
antitumoral al unir de manera especifica con HER2 codificado por medio
de un gen de cadncer humano HER2/neu (c-erbB-2). El trastuzumab
consiste en una cadena pesada y una cadena ligera, y las secuencias de
aminodcido de las mismas se muestran en SEQ ID NO: 29 y 30,
respectivamente.

[0103] Los ejemplos especificos de la proteina de fusion del péptido de
afinidad con hTfR y la proteina (A) diferente en la presente invencion
incluye una proteina de fusion del péptido de afinidad con hTfR y el
trastuzumab, en el cual el péptido de afinidad con hTfR 1 se une con la
terminal C de la cadena pesada del trastuzumab a través del ligador. La
proteina de fusion del péptido de afinidad con hTfR 1 y el trastuzumab
puede producirse, por ejemplo, al cultivar una célula huésped en la cual
un vector de expresion de una proteina (proteina de fusion de péptido de
afinidad con hTfR 1-cadena pesada de trastuzumab) que tiene la
secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 31, en la cual el péptido de
afinidad con hTfR 1 que tiene la secuencia de aminoacido SEQ ID NO:
4 se une con la terminal C de la cadena pesada de trastuzumab a través
del ligador peptidico que tiene la secuencia de aminoacido de SEQ ID

NO: 24, y se ha introducido un vector de expresion de una proteina de
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una cadena ligera de trastuzumab. Al utilizar un vector de expresion de
la proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR 2-cadena pesada de
trastuzumab que tiene la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID
NO: 32 o un vector de expresion de la proteina de fusion de péptido de
afinidad con hTfR 3-cadena pesada de trastuzumab que tiene la secuencia
de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 33, en lugar del vector de
expresion de la proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR 1-
cadena pesada de trastuzumab, también es posible para producir una
proteina de fusion de otra modalidad del péptido de afinidad con hTfR y
el trastuzumab.

[0104] El trastuzumab se utiliza principalmente como un agente
terapéutico para cancer de mma, pero en caso de una inyeccion
intravenosa no puede pasar a través de la BHE, y, en consecuencia, no
puede mostrar una efectividad farmacologica en el cancer del sistema
nervioso central. Sin embargo, al unir el trastuzumab con el péptido de
la regién variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR, el
trastuzumab puede pasar a través de la BHE, y, en consecuencia, puede
actuar en el cancer que expresa HER2 en el sistema nervioso central. Ya
que el cancer de mama puede iniciar metastasis en el sistema nervioso
central, la proteina de fusion del péptido de afinidad con TfR y el
trastuzumab puede esperarse que sea efectiva en contra del cancer del
sistema nervioso central en metastasis de dicho cancer de mama.

[0105] El farmaco de anticuerpo diferente de trastuzumab también
puede producirse como una proteina de fusion con el péptido de la region
variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR en la misma forma

que el trastuzumab. En este caso, el péptido de la region variable del
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anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR puede unirse con la terminal C
de la cadena pesada del anticuerpo, el cual es el ingrediente activo del
farmaco de anticuerpo, puede unirse con la terminal N de la cadena
pesada del anticuerpo, puede unirse con la terminal C de la cadena ligera
del anticuerpo, o puede unirse con la terminal N de la cadena ligera del
anticuerpo.

[0106] El farmaco que va a formar un complejo con el péptido de
afinidad con hTfR puede ser un compuesto de bajo peso molecular.
Aqui, el compuesto de bajo peso molecular de preferencia es un
compuesto de bajo peso molecular, el cual debe pasar a través de la BHE
y actuar en el sistema nervioso central, pero no se limita a la misma, y
puede ser un agente de contaste, un colorante fluorescente, un fosfolipido,
el cual puede ser un constituyente de liposomas, un lipido funcional, el
cual puede ser un constituyente de nanoparticulas lipidos, entre otros.
El peso molecular del compuesto de bajo peso molecular es, por ejemplo,
1a50kD,0.5a20kDo1a5kD. Un péptido que consiste en 5 a 20
aminoacido y un polisacarido que tiene una estructura en la cual 5 a 20
monosacaridos se condensan al deshidratarlos y también se incluyen en
el compuesto de bajo peso molecular.

[0107] EIl péptido de afinidad con hTfR y el compuesto de bajo peso
molecular se unen entre si por medio de un enlace covalente de manera
directa o a través de un ligador. Un modo de unién del péptido de
afinidad con hTfR y el compuesto de bajo peso molecular no se limita de
manera particular, siempre que la afinidad de union del péptido de
afinidad con hTfR con el hTfR se mantenga y el farmaco muestra una

efectividad farmacologica en el sistema nervioso central en un caso donde
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el complejo péptido de afinidad con hTfR-farmaco se administra a un
cuerpo vivo.  Se utiliza adecuadamente como el ligador, por ejemplo, un
ligador que contiene valina-citrullina o valina-alanina, el cual es cortado
por una catepsina B, o un ligador que contiene cisteina-cisteina. En caso
de administrarse a un cuerpo vivo, dicho ligador puede ser cortado por un
mecanismo metabdlico, por ejemplo, una enzima, en el cuerpo vivo de
forma que el compuesto de bajo peso molecular pueda separarse a partir
del péptido de afinidad con hTfR y pueda mostrar solo una efectividad
del farmaco. En la presente memoria descriptiva, dicho ligador que
puede ser cortado en el cuerpo vivo es referido como un ligador
biodegradable.

[0108] En un caso donde el péptido de afinidad con hTfR y el
compuesto de bajo peso molecular se unen entre si por medio del ligador
biodegradable, es posible colocar un espaciador ademas del ligador entre
estos. Al colocar el espaciador, la enzima que rompe el ligador mejora
su accesibilidad al complejo. Dicho espaciador no se limita
particularmente, pero se utiliza un grupo p-aminocarbamato/grupo
carbamato.

[0109] EIl farmaco en el complejo de péptido de afinidad con hTfR-
farmaco puede ser un acido nucleico. Aqui, el acido nucleico puede ser
cualquiera de los siguientes: DNA monocatenario, ADN bicatenario,
ARN monocatenario o ARN bicatenario. Con el fin de prevenir que el
acido nucleico se degrade por medio de una nucleasa en un cuerpo vivo,
el nucledtido que constituye estos acidos nucleicos puede modificarse
para ser un acido nucleico resistente a la nucleasa. La longitud de

cadena del 4cido nucleico no se limita particularmente, sino que es, por
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ejemplo, 10 bp a 1,000 bp, 0 10 bp a 100 bp. En el complejo, el péptido
de afinidad con hTfR y el acido nucleico se unen entre si por medio de
un enlace covalente de manera directa o a través de un ligador. Un modo
de union del dominio variable tnico de inmunoglobulina y el compuesto
de bajo peso molecular no se limita de manera particular, siempre que la
afinidad de unién del péptido de afinidad con hTfR con el hTfR se
mantenga y el farmaco muestra una efectividad farmacoldgica en el
sistema nervioso central en un caso donde el complejo péptido de afinidad
con hTfR-4cido nucleico se administra a un cuerpo vivo. Como el
ligador, es preferible utilizar un ligador biodegradable.

[0110] En un caso donde el péptido de afinidad con hTfR y el acido
nucleico se unen entre si por medio de un ligador biodegradable, es
posible colocar un espaciador ademas del ligador entre estos. Al colocar
el espaciador, se mejor la accesibilidad al complejo de acido nucleico que
va a ser roto por el ligador.  Dicho espaciador no se limita
particularmente, pero se utiliza un grupo p-aminocarbamato/grupo
carbamato.

[0111] El &cido nucleico que va a unirse con el péptido de afinidad con
hTfR es, por ejemplo, un acido nucleico utilizado para el tratamiento de
un trastorno del sistema nervioso central. Dicho acido nucleico es un
acido nucleico antisentido del ARNm, la expresion de la cual se mejora
de manera anormal en el sistema nervioso central. Dicho 4cido nucleico
antisentido muestra un efecto de union con el ARNm expresado para
inhibir la traduccion del ARNm en una proteina.

[0112] El complejo de péptido de afinidad con hTfR-farmaco
(incluyendo la proteina de fusién de péptido de afinidad con hTfR-
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proteina (A) diferente) puede suministrarse a una institucion médica en
la forma de un producto liofilizado, un agente liquido acuoso, entre otros,
como un farmaco (composicion farmacéutica) que contiene el complejo
de péptido de afinidad con hTfR-farmaco como un ingrediente activo.
En un caso de agente liquido, el complejo de péptido de afinidad con
hTfR-farmaco puede suministrarse como una formulacién en la cual el
complejo de péptido de afinidad con hTfR-farmaco se disuelve con
antelacion en una solucidbn que contiene un estabilizador, un
amortiguador, un agente isotonizante, entre otros, y se encierra en un
frasco o una jeringa. El agente encerrado en la jering por lo general es
referido como un agente de jeringa previamente llenada. Al utilizar el
agente de jeringa previamente llenada, es posible simplificar la
administracion del fAirmaco por el mismo paciente. La administracion
del farmaco se lleva a cabo a través de un método no oral, por ejemplo,
una inyeccion intravenosa. El firmaco administrado puede pasar a
través de la barrera hematoencefalica y muestra una efectividad
farmacologica en el sistema nervioso central, y puede mostrar una
efectividad farmacologica en la corteza cerebral, el cerebelo, el
hipocampo, el mesencéfalo, la protuberancia (o puente de Varolio), el
bulbo raquideo, el niicleo caudado, el putamen, el globo palido, el talamo
y el hipotdlamo, y puede mostrar una efectividad farmacolédgica en la
corteza cerebral, el cerebelo, el hipocampo y el mesencéfalo en particular.
[0113] El péptido de afinidad con hTfR puede utilizarse para modificar
la superficie de una vesicula que puede encapsular un farmaco. Los
ejemplos de las vesiculas incluyen liposomas y nanoparticulas lipidas

(LNP). Elliposoma es una vesicula esférica que tiene una bicapa lipida,
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y se utiliza un liposoma que contiene un fosfolipido, en particular
fosfatidilcolina, como un constituyente. El liposoma ademas puede
contener otros lipidos, como, por ejemplo, fosfatidiletanolamina de yema
de huevo como un como un componente constituyente.  Las
nanoparticulas lipidas se refieren a particulas que tiene un diametro de 10
nm a 1000 nm, por lo regular menos de aproximadamente 200 nm, y que
tienen lipidos como componentes principales, y pueden encapsular una
molécula hidréfoba (lipofilica), y tienen lipidos compatibles con un
cuerpo vivo, como, por ejemplo, triglicérido, diglicérido, monoglicérido,
acido graso y esteroide, como componentes constituyentes principales.
El farmaco puede ser encerrado en dichas vesiculas. Una nanoparticula
lipida en la cual una superficie se modifica con el péptido de afinidad con
hTfR puede producirse al crear un constituyente a partir de una
nanoparticula lipida a la cual se une un péptido de afinidad con hTfR, y
afiadirla a un proceso de produccion de la nanoparticula lipida. Lo
mismo aplica al liposoma.

[0114] en un caso donde la vesicula que encierra el farmaco se
administra a un cuerpo vivo, una membrana que constituye la vesicula se
fusiona con una membrana celular y el farmaco se libera en una célula.
Esto es, estas vesiculas pueden utilizarse como un portador de un
farmaco. En un caso donde el péptido de afinidad con hTfR se coloca
sobre la superficie de dicha vesicula, ésta se une al hTfR en la célula
endotelial microvascular del cerebro que constituye la barrera
hematoencefalica a través del péptido, y el farmaco encerrado en la
vesicula puede liberarse en el parénquima cerebral, como, por ejemplo,

el parénquima del cerebelo por la vesicula que se fusiona con la
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membrana celular de la célula endotelial microvascular del cerebro o la
vesicula que se captura en la célula por medio de endocitosis , entre otros.
[0115] En la presente memoria descriptiva, el término “vesicula” se
refiere no solo al liposoma y las nanoparticulas lipidas antes descritos,
sino también a cualquier nano o microparticula que puede utilizarse como
un sistema de liberacion de farmaco (DDS), como, por ejemplo,
nanoparticulas poliméricas, micelas, emulsiones, nanoemulsiones,
microesferas, nanoesferas, microcapsulas, nanocapsulas, dendrimeros,
nanogeles, nanoparticulas metélicas, entre otros.
Ejemplos
[0116] Enlo sucesivo, la presente invencion se describird en mas detalle
con referencia a los Ejemplos, pero la presente invencion no se limita a
dichos Ejemplos.
[0117] [Ejemplo 1 de Referencia] Produccion del vector de expresion
(producto de referencia) de péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab.
Una proteina de fusién conocida de un péptido de afinidad con
hTfR y un trastuzumab se produjo por medio del método que se muestra
en los Ejemplos de Referencia 1 y 2 para su uso como un producto de
referencia.  La proteina de fusién tiene la misma secuencia de
aminoacido que aquella divulgada como péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 5 en W0O2023/090409A.
[0118] Se digiri6 el pCl-neo Mammalian Expression Vector (Promega
Corporation) con Mlul y Notl. Un fragmento de ADN de un gen que
tiene la secuencia de nucledtido establecida en SEQ ID NO: 44 y codifica
una proteina que tiene la secuencia de aminodacido establecida en SEQ ID

NO: 43 en la cual un péptido de afinidad con hTfR 5 representado en SEQ
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ID NO: 42 se uni6 con la terminal C de una cadena pesada de trastuzumab
que tiene la secuencia de aminoacido establecida en la SEQ ID NO: 29 a
través de un ligador peptidico que tiene la secuencia de aminoacido
establecida en SEQ ID NO: 24, el fragmento de ADN que tiene un sitio
Mlul en al lado 5 y un sitio Notl en el sitio 3’ del gen, se sintetizo de
manera artificial. El vector de expresion de una proteina en el cual el
péptido de afinidad con hTfR 5 y la cadena pesada de trastuzumab se
unieron entre si se produjo por medio de la digestion del fragmento de
ADN con Mlul y Notl y que incorpora el fragmento de ADN digerido
entre el sitio Mlul y el sitio Notl del pCl-neo Mammalian Expression
Vector. El vector de expresion tiene por nombre pCl-neo-
Trastuzumab(HC)-VHH(5).
[0119] Ademas, un fragmento de ADN de un gen que tiene la secuencia
de nucleotido establecida en SEQ ID NO: 35 y codifica la cadena ligera
de trastuzumab que tiene la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 30, el fragmento de ADN que tiene un sitio Mlul en al lado 5’ y
un sitio Notl en el sitio 3’ del gen, se sintetizo de manera artificial. El
vector de expresion de la cadena ligera de trastuzumab se construyo al
digerir el fragmento de ADN con Mlul y Notl, y al enlazar el fragmento
de ADN digerido con el pCl-neo Mammalian Expression Vector
(Promega Corporation) digerido con Mlul y Notl, el cual se prepard con
antelacion.  El vector de expresion tiene por nombre pCl-neo-
Trastuzumab(LC).
[0120] [Ejemplo 2 de Referencia] Produccién del (producto de
referencia) de péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab.

El pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(5) y pCl-neo-
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Trastuzumab(LC), el cual se produjo en el Ejemplo 1 de Referencia, se
transfectaron de manera simultanea a las células CHO-S que hace uso de
ExpiCHO Expression System (Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo
con el protocolo adjunto, y la proteina en la cual el péptido de afinidad
con hTfR 5 y la cadena pesada de trastuzumab se unieron entre si y la
cadena ligera de trastuzumab se coexpresaron en las células CHO-S.
Esta célula expresa la proteina en la cual el péptido de afinidad con hTfR
5 y el trastuzumab se fusionan entre si y secreta la proteina en un medio
de cultivo. En lo sucesivo, esta proteina de fusion es referida como
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 5. Esta cé€lula se cultivo en
la presencia de neomicina de acuerdo con el protocolo adjunto. De
manera especifica, las células CHO-S se suspendieron en 15 ml de un
medio de cultivo, de forma que la concentracion fue 6 x 10° células/ml,
la suspension se transfirié a un matraz conico de 150 ml, y las células se
cultivaron a 37 °C en un entorno humedo que consiste en 5% de CO,, y
95% de aire a una velocidad de agitacion de aproximadamente 120 rpm
durante 1 dia. El liquido alimentado y el liquido potenciador adjuntos
al ExpiCHO Expression System se afiadieron a los mismos, y las c€lulas
se cultivaron a 32 °C en un entorno humedo que consiste en 5% de CO,
y 95% de aire a una velocidad de agitacion de aproximadamente 120 rpm
durante 9 dias para expresar el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab
5. Después del cultivo, el medio de cultivo se centrifug6 (3,000 xg, 5
minutos) para obtener un sobrenadante, el sobrenadante se filtr6 a través
de un filtro de 0.22 um (MiliporeSigma), el filtrado se recolecté6 como un
sobrenadante de cultivo.

[0121] Una columna abierta llena con 1 ml de MabSelect SuRe LX
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(Cytiva) se equilibro al pasar a través de 5 volumenes de columna de 25
nM de solucién amortiguador HEPES (pH 7.5) que contiene 50 mM de
NaCl. Después, el sobrenadante de cultivo se aplica a la columna, y el
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 5 se une a la resina. La
columna se lavo al pasar a través de 5 volumenes de columna de 25 mM
de solucion amortigudora HEPES (pH 7.5) que contiene 50 mM de NaCl,
y posteriormente el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 5 se eluyo
al pasar 150 mM de Glicina (pH 3.0) que contiene 100 nM de NaCl. 1
M deTris-HCI (pH 8.0) equivalente a 5% por volumen se afiadio al eluido
que contiene el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 5 para ajustar
el pH aneutro. El disolvente el eluido se intercambio con amortiguador
PBS(-) haciendo uso de una columna PD-10 (Cyteva Inc.). La solucion
obtenida se utilizdo como un producto purificado del péptido de afinidad
con hTfR-trastuzumab 5, y éste se utilizdo como péptido de afinidad con
hTfR-trastuzumab (producto de referencia).
[0122] [Ejemplo 1] Construccion de vector de expresion de h'TfR

El uso de un Quick Clone cDNA (Clontech) de bazo humano
como plantilla, un framento de gen que codifica un receptor de
transferrina humana (hTfR) se amplificar por medio de PCR haciendo
uso de un cebador hTfR5’ (SEQ ID NO: 36) y un cebador hTfR3’ (SEQ
ID NO: 37). El fragmento genético amplificado que codifica hTfR se
digirié con Mlul y Notl, y el fragmento digerido se insertd entre Mlul y
Notl de un vector pCl-neo (Promega Corporation). El vector obtenido
se nombr6 pCl-neo(hTfR). Después, el vector se digirié6 con Mlul y
Notl para cortar un fragmento genético que codifica hTfR, y el fragmento

genético se incorpord entre Mlul y Notl de pE-mIRES-GS-puro, el cual
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es un vector de expresion descrito en W0O2012/063799A para construir
pE-mIRES-GS-puro(hTfR), el cual es un vector de expresion de hT{R.
[0123] [Ejemplo 2) Produccién de hTfR recombinante.

El pE-mIRES-GS-puro(hTfR) se transfect6 a células CHO-K1 a
través de un método delectroporacion, y posteriormente las cé€lulas se
cultivaron de manera selectiva haciendo uso de un medio de cultivo CD
OPTICHO™ (Invitrogen) que contiene metionina sulfoximina (MSX) y
puromicina para obtener las células que expresan hTfR recombinante.
Las células de expresion de hTfR recombinante se cultivd para preparar
un hTfR recombinante (rhTfR).

[0124] [Ejemplo 3] Produccién de biblioteca de fagos.

Una alpaca se inmuniz6 haciendo uso de rthT{R preparado en el
Ejemplo 2 como un antigeno. La sangre se recolecté a partir de la alpaca
después de la inmunizacion, y linfocitos de sangre periférica se aislaron
de la sangre. El ARN se extrajo de los linfocitos de sangre periférica, y
el ARN se transcribio de manera inversa para obtener el ADNc. El uso
de ADNc obtenido como una plantilla, un fragmento de ADN que
contiene una secuencia de nucle6tido que codifica una region variable de
anticuerpo de cadena pesada se amplifico a través de un método PCR.
El fragmento de ADN amplificado se incorporé a un fagémido, de forma
que la region variable del anticuerpo de cadena pesada se presente sobre
la superficie del fago en un caso donde el fragmento de ADN se empaca
en el fago, y el fagémido se transfecta a Escherichia coli por medio de un
método delectroporacion. La Escherichia coli al cual el fagémido se ha
transfectado se infect6 de manera adicional con un fago auxiliar

(M13K07), y posteriormente la Escherichia coli se cultivo para liberar el

107



10

15

20

25

FP24-0169-00

fago en el medio de cultivo. Después de finalizar el cultivo, el
sobrenadante de cultivo que contiene el fago se recolecto al centrifugar el
medio de cultivo. El sobrenadante de cultivo que contiene el fago
recolectado se utilizd como una biblioteca de fagos. La concentracion
de la libreria de fagos fue 3.36 x 10'3 PFU/ml.

[0125] [Ejemplo 4] Aislamiento de clones de fago que expresan un
anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR.

Un fago (fago que expresa un anticuerpo de cadena pesada de
anti-hTfR) que expresa una regién variable de anticuerpo de cadena
pesada que une de manera especifica con hTfR se clond a partir de la
biblioteca de fagos producidos en el Ejemplo 3 a través de un método de
cribado biolégico (biopanning). En términos generales, la clonacion se
llevé a cabo tal y como se mencionara a continuacion. Una solucion
que contiene thTfR producida en el Ejemplo 2 se anadio a cada pocillo
de la placa de microtitulacién para inmovilizar el thTfR sobre la placa.
Después, cada pocillo se lavo tres veces con 0.05% de solucion de PBST,
y, posteriormente, un agente de bloqueo se anadid a cada pocillo para
bloquear cada pocillo. Después, cada pocillo se lavd tres veces con
0.05% de solucion de PBST, y una biblioteca de fagos diluida con un
agente de bloqueo se afiadio al mismo. Se permitid que la placa
permanecer parada, y un fago que tiene un anticuerpo de cadena pesada
de anti-hTfR sobre la superficie se uni6 con RhTfR. Después, cada
pocillo se lavd 5 veces con 0.05% de solucion de PBST para eliminar los
fagos que no se unieron al thTfR. Después, el fago unido con rhTfR se
disoci6 del rhTfR al afiadir un eluyente acidico, y el fago disociado se

recolectd como una solucion.
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[0126] La solucién recolectada se diluy6 y afiadié a una solucion que
contiene Escherichia coli, y se permitié al fago infectar la Escherichia
coli. La Escherichia coli infectada con un fago se infect6 de manera
adicional con un fago auxiliar (M13K07), y posteriormente la Escherichia
coli se cultivo para liberar el fago en el medio de cultivo. EI fago se
purificé haciendo uso de una solucion PEG.
[0127] Se permitio al fago purificado infectar la Escherichia coli, y
posteriormente la Escherichia coli infectada se cultivdé en un medio de
cultivo de gelatina. La E. coli que formo una sola colonia en el medio
de cultivo se recolecto, se cultivd de manera adicional en el medio de
cultivo y posteriormente se infectd con un fago auxiliar (M13K07) para
liberar un fago en el medio de cultivo. El fago liberado en el medio de
cultivo se recolect6 en el sobrenadante de cultivo al centrifugar el medio
de cultivo como un clon de fago que expresa un anticuerpo de cadena
pesada de anti-hTfR. Cada clon de fago contenido en el sobrenadante
de cultivo se purificé haciendo uso de una solucion PEG.
[0128] [Ejemplo 5] Determinado de secuencia de aminoacido de regioén
variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR expresado por
medio de cada clon de fago que expresa el anticuerpo de cadena pesada
de anti-hTfR.

Los dos clones se seleccionar a partir de los fagos que expresan
un anticuerpo de cadena pesada de anti-hT{R aislados en el Ejemplo 4, y
cada uno de los clones se nombraron Clon 1 y Clon 2. Un fagémido se
purificd de cada clon, y se determind la secuencia de nucledtido de la
region variable del anticuerpo de cadena pesada de anti-hTfR codificado

por medio de cada fagémido purificado. Con base en lo anterior, se
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determind la secuencia de aminoécido de la region variable del anticuerpo
de cadena pesada de anti-hTfR expresado por cada clon. Aqui, el
péptido que tiene la regidon variable del anticuerpo de cadena pesada de
anti-hTfR del Clon 1 se definié como péptido de afinidad con hTfR 1, y
el péptido que tiene la region variable del anticuerpo de cadena pesada de
anti-hTfR del Clon 2 se definié como péptido de afinidad con hTfR 3.
Ademas, péptido de afinidad con hTfR 1 que tiene una secuencia de
aminoacido humanizada se refiri6 como péptido de afinidad con hTfR 2.
Las secuencias de aminodcido de péptidos de afinidad con hTfR 1 a 3 se
muestran en la Tabla 1.

[0129] [Tabla 1]

Tabla 1 Secuencias de aminoéacido de péptido con afinidad por hTfR 1 a

3

Péptido con afinidad por h'TfR Secuencias de aminoécido
1 SEQ ID NO: 4
2 SEQ ID NO: 5
3 SEQID NO: 6

[0130] Los péptidos de afinidad con hTfR 1 a 3 cada uno incluye CDR1
a 3. Las secuencias de aminodcido de los CDR del péptido de afinidad
con hTfR 1y el péptido de afinidad con hTfR 2 son las mismas. Tabla
2 muestra las secuencias de cada CDR.
[0131] [Tabla 2]
Tabla 2 SEQ ID NO de secuencia de aminoacido incluida en CDR 1
a CDR3 del péptido con afinidad por hTfR 1 a 3 (ejemplos de

secuencia de aminoacido de cada CDR)

Secuencia de aminoacido
CDR1 \ CDR2 | CDR3

Nombre
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Péptido con afinidad por
hTR 1 7,8 9,10 11,12
Péptido con afinidad por
WTR 2 7,8 9,10 11,12
Péptido con afinidad por
hTHR 3 13,14 15,16 17,18

[0132] [Ejemplo 6] Produccién de péptidos de afinidad con hTfR 1y 3.

Un fragmento de ADN que incluye un gen que codifica el
péptido de afinidad con hTfR 1 al cual una etiqueta de péptido de afinidad
con hTfR representada por SEQ ID NO: 41 se afnadi6 a la terminal N se
sintetizd de manera artificial, y se incorpor6 entre el sitio Mlul y el sitio
Notl de pCI-neo Mammalian Expression Vector (Promega Corporation)
para preparar un vector de expresion de péptido de afinidad con hTfR 1.
El vector de expresion se transfecto a las células CHO-S haciendo uso de
ExpiCHO Expression System (Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo
con el protocolo adjunto, y el péptido de afinidad con hTfR 1 se expreso
en las células CHO-S. Esta célula expresa el péptido de afinidad con
hTfR 1 y secreta el péptido de afinidad con hTfR 1 al medio de cultivo.
Esta célula se cultivo en la presencia de neomicina de acuerdo con el
protocolo adjunto. = De manera especifica, las células CHO-S se
suspendieron en 15 ml de un medio de cultivo, de forma que la
concentracion fue 6 x 10° células/ml, la suspension se transfirié a un
matraz conico de 150 ml, y las células se cultivaron a 37 °C en un entorno
himedo que consiste en 5% de CO,, y 95% de aire a una velocidad de
agitacion de aproximadamente 120 rpm durante 1 dia. El liquido
alimentado y el liquido potenciador adjuntos al ExpiCHO Expression

System se afiadieron a los mismos, y las c€lulas se cultivaron a 32 °C en
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un entorno himedo que consiste en 5% de CO; y 95% de aire a una
velocidad de agitacion de aproximadamente 120 rpm durante 9 dias para
expresar el péptido de afinidad con hTfR 1. Después del cultivo, el
medio de cultivo se centrifugd (3,000 xg, 5 minutos) para obtener un
sobrenadante, el sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0.22 um
(MiliporeSigma), el filtrado se recolectd como un sobrenadante de
cultivo. El péptido de afinidad con hTfR 1 se purificé a partir del
sobrenadante de cultivo cultivado por medio del siguiente método para
obtener un producto purificado.

[0133] Como una solucion de equilibrio, 5 volimenes de columna de
50 mM de solucion de amortiguador Tris-HCI (pH 7.5) que contiene 150
mM de NaCl y 1 mM de CaCl, se paso a través de una columna Anti-
FLAG M1 Agarose Affinity Gel (Sigma-Aldrich Co. LLC). Después,
el sobrenadante de cultivo se aplica a una columna, y el péptido de
afinidad con hTfR 1 fue absorbido a una columna de afinidad. Después,
la columna se lavd con 5 volumenes de columna de la solucién de
equilibrio.  El péptido de afinidad con hTfR 1 se eluy6 a partir de la
columna con un eluyente (50 mM de solucidon amortiguador Tris-HCI1 (pH
7.5) que contiene 150 mM de NaCl). El péptido de afinidad con hTfR
1 eluido se utiliz6 como un producto purificado en los siguientes
experimentos. Un producto purificado del péptido de afinidad con hTfR
3 también se obtuvo en la misma forma como en el péptido de afinidad
con hTfR 1.

[0134] [Ejemplo 7] Evaluacion de actividad de union de los péptidos de
afinidad con hTfR 1 y 3 con TfR humano, TfR de mono y TfR de raton.

La medicién de la actividad de union de los péptidos de afinidad
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con hTfR 1y 3 con el TfR humano (hTfR), TfR de mono y TfR de raton
se llevd a cabo utilizando OctetRED96 (ForteBio, una division de Pall
Corporation), el cual es un sistema de andlisis de interaccion
biomolecular haciendo uso de interferometria de biocapa (BLI). El
principio basico de interferometria de biocapa se describira brevemente.
En un caso donde la capa de la molécula biologica inmovilizada en la
superficie del chip del sensor se irradia con una luz que tiene una longitud
de onda especifica, la luz se refleja a partir de dos superficies de la capa
de la molécula biologica y la capa que sirve como una referencia en el
interior, y una onda de interferencia se genera. Al unir las moléculas en
la muestra de medicion de las moléculas bioldgicas en la superficie del
chip del sensor, el grosor de la capa en el extremo distal del sensor
aumenta, y ocurre un cambio de longitud de onda en la onda de
interferencia. Al medir el cambio en el cambio de longitud de onda,
puede llevarse a cabo en tiempo real el andlisis cinético y cuantificacién
del nimero de moléculas que se unen con las biomoléculas inmovilizadas
en la superficie del chip del sensor. Por lo general, la medicion se lleva
a cabo de acuerdo con la operacion manual sujeta a OctetRED96. Como
el TfR humano, un hTfR recombinante que tiene una secuencia de
aminoacido de la region extracelular del hTfR del residuo de cisteina en
la posicion 89 de la terminal N con el residuo de fenilalanina en la
terminal N en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 1,
a la cual se afiadio una etiqueta de histidina en la terminal N, se utilizo
(rhTfR, Sino Biological Inc.). Como el TfR de mono, un TfR de mono
recombinante (TfR de mono 1, Sino Biological Inc.) que tiene una

secuencia de aminoacido de la region extracelular del TfR de mono
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cangrejo del residuo de cisteina en la posicion 89 de la terminal N con el
residuo de fenilalanina en la terminal N en la secuencia de aminoacido
establecida en SEQ ID NO: 2, a la cual se afiadié una etiqueta de histidina
en la terminal N, se utiliz6. Como el TfR de raton, un TfR de ratén
recombinante (TfR de raton r) que tiene una secuencia de aminoacido de
la region extracelular del TfR de raton del residuo de cisteina en la
posicion 89 de la terminal N con el residuo de fenilalanina en la terminal
N en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 3, a la cual
se anadid una etiqueta de histidina en la terminal N, se utilizo.

[0135] Los productos purificados de los péptidos de afinidad con hT{fR
1 y 3 obtenidos en el Ejemplo 6 se diluyeron con HBS-P + (10 mM de
HEPES que contiene 150 mM de NaCl, 1% de base, 50 uM de EDTA y
0.05% de tensoactivo P20) para preparar soluciones que tienen
concentraciones de tres etapas de 10 a 40 mM. Estas soluciones se
utilizaron como soluciones de muestra. ElrthT{R, TfR de mono r, y TfR
de raton r se diluyeron cada uno con HBS-P + para preparar una solucion
de 15 pg/ml, y cada una de las soluciones se utiliz6 como una solucién
hTfR-ECD (Histag), una solucion TfR de mono-ECD (Histag) y una
solucion TR de raton-ECD (Histag).

[0136] La solucién de muestra antes descrita se dispenso en una placa
de 96 pocillos negra (Greiner Bio-One) en una cantidad de 200
uL/pocillo. Ademas, la solucion hTfR-ECD (Histag), la solcion TfR de
mono-ECD (Histag) y la solucion TfR de raton-ECD (Histag) antes
preparadas se dispensaron en cada pocillo predeterminado en una
cantidad de 200 ul/pocillo. HBS-P + se dispenso en cada uno de los

pocillos de la referencia, la disociacion y el lavado en una cantidad de
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200 pl/pocillo. 10 mM de Glicina-HCI (pH 1.7) se dispenso en los
pocillos para la regeneracion en una cantidad de 200 pl/pocillo. 0.5 mM
de solucion de NiCl, que contiene 1% de BSA se dispenso en los pocillos
para su activacion en una cantidad de 200 ul/pocillo. La placa y un
biosensor (Biosensor/Ni-NTA: ForteBio, una division de Pall
Corporation) se instalaron en posiciones predeterminadas de
OctetRED96.

[0137] OctetRED96 se opero bajo las condiciones que se muestra en la
Tabla 3 para adquirir datos, y posteriormente la curva de reaccion de
union se ajustd a un modelo de union de 1:1 o un modelo de union de 2:1
utilizando el software de andlisis adjunto con OctetRED96 para medir la
constante de la tasa de asociacidon (kon) y la constante de la tasa de
disociacion (koff) de cada péptido de afinidad con hTfR a hTfR, TfR de
mono y TfR de ratén, y se calcul6 la constante de disociacion (Kp). La
medicion se llevo a cabo a una temperatura de 25 °C hasta 30 °C.

[0138] [Tabla 3]

Tabla 3 Condicion de operacion de Octed RED96

Etapa Tlem(gggdlfnggsr;tacto Tasa (rpm) | Valor de umbral
1 Regeneracion 5 1000 -
2 Lavado 5 1000 -
Etapas 1 y 2 se repiten 6 veces.
3 Activacion 60 1000 1.0
4 Punto de referencia 1 120 1000 -
5 Carga 600 1000 -
6 Punto de referencia 2 150 1000 -
7 Asociacion 120 1000 -
8 Disociacién 200 1000 -
Etapas 1 a 8 se repiten hasta que se finaliza la medicion de todas las muestras.

[0139] La Tabla 4 muestra las constantes de disociacion (Kp) de los
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péptidos de afinidad con hTfR 1 y 3 con hTfR, TfR de mono y TfR de
raton. Como resultado, los valores Kp del péptido de afinidad con hTfR
1 para hT{R, TfR de mono y TfR de raton se midieron cada uno como
siendo 9.32 x 10-1°M, 8.24 x 10° M y 5.31 x 10 M. Ademas, los valores
Kbp del péptido de afinidad con hTfR 3 para hTfR, TfR de mono y TfR de
raton se midieron cada uno como siendo 4.40 x 10° M, 1.74 x 10 y 5.75
x 10® M. Estos resultados muestran que cada péptido de afinidad con
hTfR tiene un valor Kp para hTfR de aproximadamente 1.0 x 10° M a
1.0 x 108 M, un valor Kp para TfR de mono de aproximadamente 5.0 x
10° M a 5.0 x 10® M y un valor de Kp para TfR de raton de
aproximadamente 1.0 x 10° M a 1.0 10°® M.
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[0140] [Tabla 4]
Tabla 4 Afinidad (valor KD) de péptidos con afinidad por hTfR 1
y 3 para hTfR, TfR de mono y TfR de raton

Nombre Humano Mono Raton
veptido con afimidad por BTIR | g 39 xq0.10 8.24x 109 5.31x 109
Peptido con afinidad por TR | 4 49 19 1.74x 10 5.75x 109

2

[0141] A partir de los resultados anteriores, se calculd un valor relativo
de la constante de disociacidon de cada péptido de afinidad con hTfR con
el TfR de mono o el TfR de ratdén, en un caso donde el valor de la
constante de disociacion con el hTfR de cada péptido de afinidad con
hTfR se estableci6 en 1 (Tabla 5). La afinidad relativa de cualquier
péptido de afinidad con hTfR al TfR de mono y TfR de raton estuvo
dentro de un rango de 1.0 a 10.0. Estos resultados muestran que la
afinidad por hTfR y la afinidad por TfR de mono y el TfR de ratdén son
aproximadamente la misma. Por lo tanto, ya que se predice con
naturalidad que en la farmacocinética in vivo donde se administra a un
mono o0 a un raton estos peptidos de afinidad con hTfR es muy préxima
a la farmacocinética in vivo donde se administra a un humano, si se
llegase a desarrollar un farmacéutico aplicando estas, una parte de los
ensayos no clinicos, como, por ejemplo, pruebas farmacocinéticas del
farmacéutico, puede llevarse a cabo utilizando un mono, un ratén o
ambos. Por lo tanto, el desarrollo del producto farmacéutico puede
promoverse de manera considerable.
[0142] [Tabla 5]

Tabla 5 Valor relativo de afinidad de péptido con afinidad por hTfR
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1 y 3 para TfR de mono y TfR de raton

Nombre Valor relativo
Mono Raton
Péptido con afinidad por
WTIR 1 8.84 5.70
Péptido con afinidad por
HTR 3 3.95 1.31

[0143] [Ejemplo 8] Produccion del vector de expresion de péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab.

Se digiri6 el pCl-neo Mammalian Expression Vector (Promega
Corporation) con Mlul y Notl. Un fragmento de ADN de un gen que
tiene la secuencia de nucledtido establecida en SEQ ID NO: 34 y codifica
una proteina que tiene la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID
NO: 31, en el cual el péptido de afinidad con hTfR 1 se uni6 con la
terminal C de una cadena pesada de trastuzumab que tiene la secuencia
de aminoécido establecida en la SEQ ID NO: 29 a través de un ligador
peptidico que tiene la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID
NO: 24, el fragmento de ADN que tiene un sitio Mlul en al lado 5’ y un
sitio Notl en el sitio 3’ del gen, se sintetizo de manera artificial. El
vector de expresion de una proteina en el cual el péptido de afinidad con
hTfR 1 y la cadena pesada de trastuzumab se unieron entre si se produjo
por medio de la digestion del fragmento de ADN con Mlul y Notl y que
incorpora el fragmento de ADN digerido entre el sitio Mlul y el sitio Notl
del pCl-neo Mammalian Expression Vector. El vector de expresion
tiene por nombre pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(1). De igual forma,
para el péptido de afinidad con hTfR 2, también puede sintetizarse de

manera artificial un fragmento de ADN que incluye un gen que codifica

118



10

15

20

25

FP24-0169-00

una proteina en la cual el péptido de afinidad con hTfR 2 se uni6 con la
cadena pesada del trastuzumab. El fragmento de ADN se digirié con
Mlul y Notl, y se incorporé entre el sitio Mlul y el sitio Notl del PCI-neo
Mammalian Expression Vector, con lo cual se produjo un vector de
expresion de una proteina en la cual el péptido de afinidad con hTfR 2 y
la cadena pesada del trastuzumab se unieron entre si. El vector de
expresion producido tiene por nombre pCl-neo-Trastuzumab(HC)-
VHH(2). De igual forma, para el péptido de afinidad con hTfR 3,
también puede sintetizarse de manera artificial un fragmento de ADN que
incluye un gen que codifica una proteina en la cual el péptido de afinidad
con hTfR 3 se unio con la cadena pesada del trastuzumab. El fragmento
de ADN se digiri6 con Mlul y Notl, y se incorporé entre el sitio Mlul y el
sitio Notl del PCI-neo Mammalian Expression Vector, con lo cual se
produjo un vector de expresion de una proteina en la cual el péptido de
afinidad con hTfR 3 y la cadena pesada del trastuzumab se unieron entre
si.  El vector de expresion producido tiene por nombre pCl-neo-
Trastuzumab(HC)-VHH(3).

[0144] Ademas, un fragmento de ADN de un gen que tiene la secuencia
de nucleotido establecida en SEQ ID NO: 35 y codifica la cadena ligera
de trastuzumab que tiene la secuencia de aminoacido establecida en SEQ
ID NO: 30, el fragmento de ADN que tiene un sitio Mlul en al lado 5’ y
un sitio Notl en el sitio 3’ del gen, se sintetizo de manera artificial. El
vector de expresion de la cadena ligera de trastuzumab se construy¢ al
digerir el fragmento de ADN con Mlul y Notl, y al enlazar el fragmento
de ADN digerido con el pCl-neo Mammalian Expression Vector

(Promega Corporation) digerido con Mlul y Notl, el cual se prepard con
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antelacion.  El vector de expresion tiene por nombre pCl-neo-
Trastuzumab(LC).

[0145] [Ejemplo 9] Produccion del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab.

El pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(1) y pCl-neo-
Trastuzumab(LC), el cual se produjo en el Ejemplo 8, se transfectaron de
manera simultanea a las células CHO-S que hace uso de ExpiCHO
Expression System (Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo con el
protocolo adjunto, y la proteina en la cual el péptido de afinidad con hTfR
1 y la cadena pesada de trastuzumab se unieron entre si y la cadena ligera
de trastuzumab se coexpresaron en las células CHO-S. Esta célula
expresa la proteina en la cual el péptido de afinidad con hTfR y el
trastuzumab se fusionan entre si y secreta la proteina en un medio de
cultivo. Enlo sucesivo, esta proteina de fusion es referida como péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab 1. Esta célula se cultivo en la
presencia de neomicina de acuerdo con el protocolo adjunto. De manera
especifica, las células CHO-S se suspendieron en 15 ml de un medio de
cultivo, de forma que la concentracion fue 6 x 10° células/ml, la
suspension se transfirid a un matraz conico de 150 ml, y las células se
cultivaron a 37 °C en un entorno humedo que consiste en 5% de CO, y
95% de aire a una velocidad de agitacion de aproximadamente 120 rpm
durante 1 dia. El liquido alimentado y el liquido potenciador adjuntos
al ExpiCHO Expression System se anadieron a los mismos, y las células
se cultivaron a 32 °C en un entorno humedo que consiste en 5% de CO,
y 95% de aire a una velocidad de agitacion de aproximadamente 120 rpm

durante 9 dias para expresar el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab

120



10

15

20

25

FP24-0169-00

1. Después del cultivo, el medio de cultivo se centrifugo6 (3,000 xg, 5
minutos) para obtener un sobrenadante, el sobrenadante se filtr6 a través
de un filtro de 0.22 um (MiliporeSigma), el filtrado se recolecté6 como un
sobrenadante de cultivo.

[0146] Una columna abierta llena con 1 ml de MabSelect SuRe LX
(Cytiva) se equilibr¢ al pasar a través de 5 volimenes de columna de 25
nM de solucidén amortiguador HEPES (pH 7.5) que contiene 50 mM de
NaCl. Después, el sobrenadante de cultivo se aplica a una columna, y
el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1 se une a la resina. La
columna se lavo al pasar a través de 5 volumenes de columna de 25 mM
de solucion amortigudora HEPES (pH 7.5) que contiene 50 mM de NaCl,
y posteriormente el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1 se eluyd
al pasar 150 mM de Glicina (pH 3.0) que contiene 100 nM de NaCl. 1
M deTris-HCI (pH 8.0) equivalente a 5% por volumen se afnadio al eluido
que contiene el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1 para ajustar
el pH aneutro. El disolvente el eluido se intercambio con amortiguador
PBS(-) haciendo uso de una columna PD-10 (Cyteva Inc.). La solucién
obtenida se utilizé como un producto purificado del péptido de afinidad
con hTfR-trastuzumab 1 en los siguientes experimentos.

[0147] Ademads, pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(2) también se
transfecto a células CHO-S de manera simultdnea con pCl-neo-
Trastuzumab(LC) como en el caso de pCl-neo-Trastuzumab(HC)-
VHH(1), y una proteina en la cual el péptido de afinidad con h'TfR 2 y la
cadena pesada de trastuzumab se unieron y la cadena ligera se
coexpresaron en las células CHO-S. Esta célula expresa una proteina

en la cual el péptido de afinidad con hTfR 2 y el trastuzumab se fusionan
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entre si y secreta la proteina en un medio de cultivo. En lo sucesvio, la
proteina de fusion expresada por medio de esta célula es referida como el
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2. Un producto purificado
del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 también se obtuvo en la
misma forma como en el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1.
Ademas, pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(3) también se transfectdo a
células CHO-S de manera simultdnea con pCl-neo-Trastuzumab(LC)
como en el caso de pCl-neo-Trastuzumab(HC)-VHH(1), y una proteina
en la cual el péptido de afinidad con hTfR 3 y la cadena pesada de
trastuzumab se unieron y la cadena ligera se coexpresaron en las células
CHO-S. Esta célula expresa una proteina en la cual el péptido de
afinidad con hTfR 3 y el trastuzumab se fusionan entre si y secreta la
proteina en un medio de cultivo. En lo sucesvio, la proteina de fusion
expresada por medio de esta célula es referida como el péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab 3. Un producto purificado del péptido
de afinidad con hTf{R-trastuzumab 3 también se obtuvo en la misma
forma como en el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1. El
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1, 2 y 3 son referidos en su
conjunto como péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab.

[0148] [Ejemplo 10] Evaluacién de actividad de union de péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab de un TfR de ratéon y hT{R.

La afinidad del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1 y 3
producidos en el Ejemplo 9 por TfR de raton se mididé de acuerdo con el
método descrito en el Ejemplo 7. Como resultado, las constantes de
disociacion (Kp) para la afinidad del péptido de afinidad con hT{R-

trastuzumab 1 y 3 por el TfR de ratoén se midieron cada uno como siendo
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4.03 x 10" M y 3.44 x 10" M. Estos resultados muestran que las
proteinas de fusion en las cuales se fusionaron diferentes proteinas con la
terminal N de los péptidos de afinidad con hTfR 1 y 3 mantuvieron la
afinidad por el TfR de raton. Ademas, la afinidad del péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab 2 y 3 producidos en el Ejemplo 9 por
hTfR se midi6 de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 7.
Como resultado, las constantes de disociacion (Kp) para la afinidad del
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 y 3 por el hT{R se midieron
cada uno como siendo 1.55 x 101 M y 2.28 x 10°'° M. Estos resultados
muestran que las proteinas de fusion en las cuales se fusionaron diferentes
proteinas con la terminal N de los péptidos de afinidad con hTfR 2 y 3
mantuvieron la afinidad por el hT{R.

[0149] [Ejemplo 11] Evaluacién de transferibilidad cerebral del péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab haciendo uso de un ratoén del tipo
silvestre.

Después, en un caso donde el péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 1 y 3 se administraron cada uno de manera intravenosa, se
evalud si el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1 y 3 pasaron o no
a través del BHE y se transfirieron hasta el cerebro, haciendo uso de un
raton del tipo silvestre (raton TS).

[0150] Los productos purificados del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 1 y 3 obtenidos en el Ejemplo 9 se administraron cada uno
de manera intravenosa a dos ratones TS machos, y la dosis fue de 5
mg/kg.  Ademds, como un control negativo, el trastuzumab se
administr6 de manera intravenosa a dos ratones TS machos, y la dosis fue

de 5 mg/kg. Asimismo, el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab
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(producto de referencia) producidos en el Ejemplo 2 de Referencia se
administrd6 de manera intravenosa a dos ratones hTfR-KI machos, y la
dosis fue 5 mg/kg. Seis horas después de la administracion, el raton se
sometid a eutanasia, y posteriormente la sangre periférica se recolectd, y
a continuacion el cuerpo entero se perfundid con una solucidon salina
fisiologica, y se recolectd el cerebro (que incluye la corteza cerebral y el
cerebelo).  Después de medir el peso (peso humedo) del cerebro
extirpado, el cerebro se dividio en el plano sagital, y una parte se utilizo
para medir la concentracion del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab en el tejido, y la otra parte se utilizd para la tincidén
inmunohistoquimica.

[0151] El tejido cerebral para la medicién de la concentracion se
homogeneizé en T-PER (Thermo Fisher Scientific, Inc.) que contiene
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldric Co. LLC). El homogenato
obtenido se centrifugd (3,000 xg, 5 minutos), y se recolectdo el
sobrenadante.  Las cantidades del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab y el trastuzumab contenido en el sobrenadante del
homogenato se midid a través del siguiente método. Primero, SULFO-
Goat Anti Human IgG (h+1) (Bethyl laboratories, Inc.) (0.5 pg/ml) y Goat
Anti Human Kappa Light chain-biotin (IBL) (0.5 pg/ml) se mezclaron en
cantidades iguales, 25 pul de la mezcla se dispens6 en una placa de
muestreo (placa de muestra BM6025 de 96 pocillos, con pocillos de
fondo amplio V, BM Equipment Co., Ltd.), y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 1 hora con una mezclador de microplacas
para preaparar una solucion de reaccion. 150 pl de amortiguador de

bloqueo Super Block en PBS (37515, Thermo Fisher Scientific, Inc.) se
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afiadi6 a una placa Streptavidin Gold (Meso Scale Diagnostics) y se agitd
a temperatura ambiente durante 1 hora haciendo uso de un mezclador de
microplacas para bloquear la placa. Después de su lavado con PBST,
25 pl de la solucion de reaccion se afiadié al mismo, y la mezcla se agito
a temperatura ambiente durante 1 hora haciendo uso de un mezclador de
microplacas. Después, 150 pl de amortiguador T Read (Meso Scale
Diagnostics, Ltd.) se afiadi6 a cada pocillo, y la cantidad de luminiscencia
de cada pocillo se evalué haciendo uso de un lector Sector™ Imager
6000. Una curva de calibracion se cred a partir del valor medido de la
muestra estandar del péptido de afinidad con hT{R-trastuzumab de una
concentracion conocida, y el valor medido de cada muestra se interpold
en la curva de calibracion para calcular la cantidad del péptido de afinidad
con hTfR-trastuzumab contenido en el cerebro por gramo de peso (peso
humedo) (la concentracion del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab
en el tejido cerebral). Los resultados se muestran en la Fig. 1. En
comparacion con trastuzumab, las concentraciones del péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab 1 y 3 en el tejido cerebral fueron cada una
aproximadamente 26 veces y aproximadamente 21 veces. Ademas,
incluso en comparacidn con el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab
(producto de referencia), las concentraciones del péptido de afinidad con
hTfR-trastuzumab 1 y 3 en el tejido cerebral fueron cada una
aproximadamente 2.0 veces y aproximadamente 1.6 veces. Estos
resultados indican que el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 1y
3 tiene extraordinariamente una propiedad que pasa a través del B y que
se acumula en el tejido cerebral.

[0152] La tinciébn inmunohistoquimica del péptido de afinidad con
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hTfR del péptido de afinidad con h TR en el tejido cerebral por lo general
se llevd a cabo por medio del siguiente procedimiento. El tejido
cerebral recolectado para la tincién inmunohistoquimica se sumergio en
un compuesto OCT (Sakura Finetek Japan Co., Ltd.), se congeld
rapidamente a -80 °C haciendo uso de Histo-Tek PINO (Sakura Finetek
Japan Co., Ltd.) y se produjo un bloque congelado del tejido.  El bloque
congelado se corto de manera fina a 4 um y se sujetd a un portaobjetos
revestido con MAS (fabricado por Matsunamia Glass Ind., Ltd.). El
portaobjetos se sumergio en 4% de paraformaldehido (Wako Chemical
Corporation) a 4 °C durante 5 minutos, y se fij6 la muestra. Después, el
portaobjetos se sumergio en PBS que contiene 1% de BSA para llevar a
cabo el bloqueo. Después, un Anticuerpo de cadena ligera y pesada-
Goat Anti hIlgG (Behtyl Laboratories, Inc.) adecuadamente diluidos se
afiadieron gota por gota a la rebanada delgada de tejido y se permitio
reaccionar durante 1 hora. Después la solucion Fluorescein
Amplification Working Solution contenida en un equipo TSA-Plus
Fluorescence (PerkinElmer Inc.) se afiadio gota por gota a la rebanada
delgada de tejido, y dicha rebanada delgada de tejido se protegio de la luz
y se permitid reaccionar durante 15 minutos. Después el Anti-
Fluorescein-HRP contenido en CSA II Biotin-FRee Tyramide Signal
Amplification System (Dako) se afadidé gota por gota a la rebanada
delgada de tejido y se permitid reaccionar durante 15 minutos. Después,
la rebanada delgada de tejido se hizo reaccionar con un sustrato DAB
(3,3’-diaminobencidina, Vector Laboratories, Inc.) y se forma un color.
Después, la rebanada delgada de tejido se contrast6 con la hematoxilina

de Mayer (Merck) y se deshidrato, aclar6 y encerrd para posteriormente
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observarse con un microscopio optico.

[0153] LaFig.2 esunaimagen de tincion del tejido recolectado 6 horas
después de la administracion del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab. En el tejido del cerebelo del raton al cual se administro
trastuzumab como un control negativo, no se observo alguna tincion, lo
cual indicé que el trastuzumab administrado por inyeccion intravenosa
no alcanzo el parénquima cerebral del cerebelo y que la tincién de fondo
fue casi inexistente (Fig. 2 (a)). Por otro lado, en el tejido del cerebelo
del raton al cual se administrd el péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 1, se observo tincidon en el parénquima cerebral, y se mostro
que el trastuzumab 1 administrado por inyeccién intravenosa alcanzo el
parénquima cerebral del cerebelo (Fig. 2 (b)). También se observo la
tincion del parénquima cerebral en el tejido del cerebelo del raton al cual
se administr6 el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 3, y se
demostro que el trastuzumab 3, el cual se administré por inyeccion
intravenosa, también alcanz6 el parénquima del cerebelo (Fig. 2 (c)).
En el tejido del cerebelo del raton al cual se administrd el péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab (producto de referencia), se observo
tincion en el parénquima cerebral, y se mostr6 que el trastuzumab
(producto de referencia) por inyeccion intravenosa también alcanzé el
parénquima cerebral del cerebelo (Fig. 2 (b)). Aqui, en un caso donde
la intensidad de tincion del tejido del cerebelo del raton al cual se
administro cualquiera de los trastuzumab 1 o 3, se compar6 con la
intensidad de tincion del tejido de cerebelo del raton al cual se administro
el trastuzumab (producto de referencia), puede confirmarse con facilidad

que la intensidad de tincion del tejido de cerebelo del raton al cual

127



10

15

20

25

FP24-0169-00

cualquiera de los trastuzumab 1 o 3 se administr6 es considerablemente
mas alta. Estos resultados indican que el péptido de afinidad con hT{R-
trastuzumab 1 y 3 alcanzaron considerablemente el parénquima cerebral
del cerebelo al pasar a través del BHE.

[0154] [Ejemplo 12] Evaluacion de transferibilidad cerebral 1 del
péptido de afinidad con hTf{R-trastuzumab haciendo uso de un ratén
knock-in de hTfR.

Ya sea que el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab pase o
no a través del BHE y migre al cerebro al unirse con el hTfR en un caso
en donde el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab se administra por
inyeccidn intravenosa, puede evaluarse al utilizar un raton knock-in de
hTfR (raton hTfR-KI) en el cual un gen que codifica la region extracelular
de un receptor de transferrina de ratén se sustituye con un gen que
codifica la region extracelular de un gen receptor de transferrina humana.
El raton hTfR-KI puede producirse generalmente por medio del siguiente
método.

[0155] Un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucleo6tido
establecida en SEQ ID NO: 38, en la cual un gen de resistencia de
neomicina interpuesto por una secuencia loxP se configura en el lado 3’
de ADNC que codifica un hTfR quimérico, en el cual una regién
intracelular es una secuencia de aminoacido de hTfR de ratébn y una
region extracelular es una secuencia de aminoacido de hTfR humano, se
sintetiza de manera quimica. Este fragmento de ADN se incorpora a un
vector de direccion que tiene una secuencia de nucleodtido establecida en
SEQ ID NO: 39 como una secuencia de brazo 5 y la secuencia de

nucleotido establecida en SEQ ID NO: 40 como una secuencia de brazo
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3’ a través de un método normal, y un vector de direccion se transfiere a
células ES de raton por medio de un método de electroporacion. Se
seleccionan las células ES de raton después de la transferencia genética
se cultivd de manera selectiva en la presencia de neomicina, y las células
ES de raton en las cuales el vector de direccion se incorpora en el
cromosoma por medio de recombinacion homoéloga. Las células ES de
raton genéticamente recombinadas y obtenidas se inyectan a un embridén
de etapa de 8 células (embrion huésped) de un ratén ICR, y el embridn se
trasplantdo a un raton pseudoprefiado (raton receptor) obtenido al
aparearse con un rato en el cual se liga el conducto deferente. Se
determina el color de revestimiento de la descendencia obtenida (raton
quimera), y se clasifica un individuo en el cual las células ES contribuyen
con la formacién del cuerpo vivo con alta efectividad, esto es, un
individuo que tiene una alta proporcion de pelo blanco con respecto a la
totalidad del pelo. El ratén quimera individual se cruza con un raton
ICR para obtener un raton F1. Se clasifica el raton F1 blanco, y se
analiza el ADN extraido del tejido de la cola, y se define un raton en el
cual el gen de receptor de transferrina de ratén se reemplaza con el hTfR
quimérico en el cromosoma como un ratén hTfR-KI.

[0156] El producto purificado del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab obtenido en el Ejemplo 9 se administra de manera
intravenosa al raton hTfR-KI de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 11. En lo sucesivo, al llevar a cabo la evaluacion en cada tejido
recolectado del raton hTfR-KI de acuerdo con los métodos descritos en
el Ejemplo 11 y el Ejemplo 12, es posible evaluar si el producto

purificado del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab ha llegado al
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cerebro 0 no.
[0157] [Ejemplo 13] Evaluacion de transferibilidad cerebral del péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab haciendo uso de un mono cangrejo.
La transferibilidad del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab puede evaluarse haciendo uso de monos cangrejo. El
producto purificado del péptido de afinidad con hTf{R-trastuzumab
obtenido en el Ejemplo 9 y el trastuzumab se administraron de manera
intravenosa a cada mono cangrejo macho (Macaca fascicularis), y la dosis
es 5mg/kg. Ademas, como un control, el mismo volumen de la solucién
salina fisiologica se administr6 de manera intravenosa a un mono
cangrejo macho. Después de 20 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas y 8
horas a partir de la administracion, la sangre periférica se recolecta, y las
concentraciones del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 5 y el
trastuzumab contenidos en la sangre periférica se miden por medio del
método descrito en el Ejemplo 11. A partir de los valores medidos, se
calcularon Cmax (pug/ml), AUCO-8h (ug/h/m), and t1/2f (h).
[0158] 8 horas después de la administracion, el cuerpo vivo del mono
cangrejo se perfundié con una solucion salina fisiologica. Después de
la perfusion, se extirpo el tejido cerebral, incluyendo la médula oblongada
y varios organos. Las concentraciones del péptido de afinidad con
hT{R-trastuzumab y el trastuzumab contenido en el tejido cerebral y
varios organos extirpados se midieron a través del método descrito en el
Ejemplo 11.
[0159] Para el tejido cerebral, éste se divide en la corteza cerebral, el
cerebelo, el hipocampo, el mesencéfalo, la protuberancia (puente de

Varolio), el bulbo raquideo, el ntcleo caudado, el putamen, el globo
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palido, el tdlamo, el hipotdlamo, la médula espinal cervical, la médula
espinal toracica y la médula espinal lumbar, y la medicion se lleva a cabo
para cada uno de los tejidos cerebrales divididos. Ademas, para los
varios Organos, la retina, el higado, el rifion, el corazon (ventriculo
izquierdo), el corazon (valvula aortica), el pulmoén, la médula dsea, el
bazo, el timo, el testiculo, la prostata, el cuadriceps femoral, el masculo
extensor digital largo (EDL), el musculo soleo, el triceps braquial y el
diafragma se recolectaron y midieron para cada uno.

[0160] [Ejemplo 14] Evaluacion de transferibilidad cerebral 2 del
péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab haciendo uso de un ratén
knock-in de hTfR.

Ya sea que el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab pase o
no a través de la BHE y migre al cerebro en un caso en donde el péptido
de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 y 3 se administra cada uno por
inyeccidn intravenosa, se evalu6 al utilizar un ratén knock-in de hTfR
(raton hTfR-KI) en el cual un gen que codifica una region extracelular de
un receptor de transferrina de raton se sustituye con un gen que codifica
una region extracelular de un gen receptor de transferrina humana.
[0161] Los productos purificados del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 2 y 3 obtenidos en el Ejemplo 9 se administraron de manera
intravenosa a cada uno de 2 a 3 ratones hTfR-KI machos (20 a 26 semanas
de edad), y la dosis fue 5 mg/kg. Ademas, como un control negativo, el
trastuzumab se administrd6 de manera intravenosa a dos ratones del tipo
silvestre machos (ratones TS), y la dosis fue de 5 mg/kg. Seis horas
después de la administracion, todos los ratones se sometieron a eutanasia,

y posteriormente la sangre periférica se recolectd, y a continuacion el
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cuerpo entero se perfundid con una solucidon salina fisiologica, y se
recolectd el cerebro (que incluye la corteza cerebral y el cerebelo).
Después de medir el peso (peso himedo) del cerebro extirpado, el cerebro
se dividid en el plano sagital, y una parte se utilizdo para medir las
concentraciones del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 y 3 en
el tejido, y la otra parte se utilizd para la tincién inmunohistoquimica.

[0162] EIl tejido cerebral para la medicion de la concentracion se
homogeneizdé en T-PER (Thermo Fisher Scientific, Inc.) que contiene
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldric Co. LLC). EIl homogenato
obtenido se centrifugd (3,000 xg, 5 minutos), y se recolectdo el
sobrenadante.  Las cantidades del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 2 o 3, o el trastuzumab contenido en el sobrenadante del
homogenato se midi6 a través del siguiente método. Primero, SULFO-
Goat Anti Human IgG (h+1) (Bethyl laboratories, Inc.) (0.5 ug/ml) y Goat
Anti Human Kappa Light chain-biotin (IBL) (0.5 pg/ml) se mezclaron en
cantidades iguales, 25 pul de la mezcla se dispens6 en una placa de
muestreo (placa de muestra BM6025 de 96 pocillos, con pocillos de
fondo amplio V, BM Equipment Co., Ltd.), y la mezcla se agitdé a
temperatura ambiente durante 1 hora con una mezclador de microplacas
para preaparar una solucion de reaccion. 150 ul de amortiguador de
bloqueo Super Block en PBS (37515, Thermo Fisher Scientific, Inc.) se
afnadid a una placa Streptavidin Gold (Meso Scale Diagnostics) y se agito
a temperatura ambiente durante 1 hora haciendo uso de un mezclador de
microplacas para bloquear la placa. Después de su lavado con PBST,
25 pl de la solucion de reaccion se afiadié al mismo, y la mezcla se agito

a temperatura ambiente durante 1 hora haciendo uso de un mezclador de
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microplacas. Después, 150 pl de amortiguador T Read (Meso Scale
Diagnostics, Ltd.) se afiadi6 a cada pocillo, y la cantidad de luminiscencia
de cada pocillo se evalué haciendo uso de un lector Sector™ Imager
6000. Una curva de calibracion se cred a partir del valor medido de la
muestra estandar del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 o 3, o
trastuzumab de una concentracion conocida, y el valor medido de cada
muestra se interpold en la curva de calibracion para calcular la cantidad
del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 o 3, trastuzumab
contenido en el cerebro por gramo de peso (peso humedo) (la
concentracion del péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab 2 o 3,
trastuzumab en el tejido cerebral). Los resultados se muestran en la Fig.
3. En comparacion con trastuzumab, las concentraciones del péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab 2 y 3 en el tejido cerebral fueron cada una
aproximadamente 16 veces y aproximadamente 15 veces. Estos
resultados indican que el péptido de afinidad con hTfR-trastuzumab tiene
una propiedad que pasa a través del B y que se acumula en el tejido
cerebral.

[0163] Después, la tincion inmunohistoquimica del péptido de afinidad
con hTfR del péptido de afinidad con hTfR en el tejido cerebral se llevo
a cabo por medio del siguiente procedimiento. El tejido cerebral
recolectado para la tincidn inmunohistoquimica se sumergié en un
compuesto OCT (Sakura Finetek Japan Co., Ltd.), se congelo
rapidamente a -80 °C haciendo uso de Histo-Tek PINO (Sakura Finetek
Japan Co., Ltd.) y se produjo un bloque congelado del tejido.  El bloque
congelado se cortd de manera fina a 4 um y se sujetd a un portaobjetos

revestido con MAS (fabricado por Matsunamia Glass Ind., Ltd.). El
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portaobjetos se sumergio en 4% de paraformaldehido (Wako Chemical
Corporation) a 4 °C durante 5 minutos, y se fijo la muestra. Después, el
portaobjetos se sumergio en PBS que contiene 1% de BSA para llevar a
cabo el bloqueo. Después, un Anticuerpo de cadena ligera y pesada-
Goat Anti hIgG (Behtyl Laboratories, Inc.) adecuadamente diluidos se
anadieron gota por gota a la rebanada delgada de tejido y se permitio
reaccionar durante 1 hora. Después la solucién Fluorescein
Amplification Working Solution contenida en un equipo TSA-Plus
Fluorescence (PerkinElmer Inc.) se afiadio gota por gota a la rebanada
delgada de tejido, y dicha rebanada delgada de tejido se protegio de la luz
y se permitid reaccionar durante 15 minutos. Después el Anti-
Fluorescein-HRP contenido en CSA II Biotin-FRee Tyramide Signal
Amplification System (Dako) se afiadié gota por gota a la rebanada
delgada de tejido y se permitid reaccionar durante 15 minutos. Después,
la rebanada delgada de tejido se hizo reaccionar con un sustrato DAB
(3,3’-diaminobencidina, Vector Laboratories, Inc.) y se forma un color.
Después, la rebanada delgada de tejido se contrastd con la hematoxilina
de Mayer (Merck) y se deshidrato, aclar6 y encerr6 para posteriormente
observarse con un microscopio optico.

[0164] LaFig. 4 muestra una imagen de tincion de un tejido recolectado
6 horas después de la administracion del péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab. 2 o 3, o trastuzumab. En el tejido del cerebelo del raton al
cual se administr6 trastuzumab como un control negativo, no se observo
alguna tincion, lo cual indic6 que el trastuzumab administrado por
inyeccion intravenosa no alcanzé el parénquima cerebral del cerebelo y

que la tincidon de fondo fue casi inexistente (Fig. 4 (a)). Por otro lado,
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en el tejido del cerebelo del raton al cual se administrd el péptido de
afinidad con hTfR-trastuzumab 2, se observo tincidén en el parénquima
cerebral, y se mostrd que el trastuzumab 1 administrado por inyeccion
intravenosa alcanz6 el parénquima cerebral del cerebelo (Fig. 4 (b)).
También se observo la tincion del parénquima cerebral en el tejido del
cerebelo del raton al cual se administré el péptido de afinidad con hTfR-
trastuzumab 3, y se demostrd que el trastuzumab 3, el cual se administro
por inyeccion intravenosa, también alcanzé el parénquima del cerebelo
(Fig. 4 (c)).
Aplicacion Industrial
[0165] De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn, es
posible proporcionar un fAirmaco capaz de mostrar un efecto en el sistema
nervioso central al pasar a través de la barrera hematoencefilica, en la
cual un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une
con una sustancia farmacolégicamente activa.
Lista de Referencia
[0166] 1: vaso sanguineo

2: parénquima cerebral
Texto Libre de Listado de Secuencia
[0167] SEQ ID NO: 1: secuencia de aminoacido de receptor de
transferrina humana

SEQ ID NO: 2: secuencia de aminoacido de receptor de
transferrina mono cangrejo

SEQ ID NO: 3: secuencia de aminoacido de receptor de
transferrina de raton

SEQ ID NO: 4: secuencia de aminoacido de péptido de afinidad
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con hTfR 1

SEQ ID NO: 5: secuencia de aminoacido de péptido de afinidad
con hTfR 2

SEQ ID NO: 6: secuencia de aminoacido de péptido de afinidad
con hTfR 3

SEQ ID NO: 7: secuencia de aminoacido 1 de CDR1 de péptidos
de afinidad con hTfR 1y 2

SEQ ID NO: 8: secuencia de aminoacido 2 de CDR1 de péptidos
de afinidad con hTfR 1y 2

SEQ ID NO: 9: secuencia de aminoacido 1 de CDR2 de péptidos
de afinidad con h'TfR 1y 2

SEQ ID NO: 10: secuencia de aminoacido 2 de CDR2 de
péptidos de afinidad con hTfR 1y 2

SEQ ID NO: 11: secuencia de aminoacido 1 de CDR3 de
péptidos de afinidad con hTfR 1y 2

SEQ ID NO: 12: secuencia de aminoacido 2 de CDR3 de
péptidos de afinidad con hTfR 1y 2

SEQ ID NO: 13: secuencia de aminoacido 1 de CDR1 de péptido
de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 14: secuencia de aminoacido 2 de CDR1 de péptido
de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 15: secuencia de aminoacido 1 de CDR2 de péptido
de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 16: secuencia de aminodcido 2 de CDR2 de péptido
de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 17: secuencia de aminodcido 1 de CDR3 de péptido
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de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 18: secuencia de aminodcido 2 de CDR3 de péptido
de afinidad con hTfR 3

SEQ ID NO: 19: secuencia de aminoacido de ligador peptidico

1

SEQ ID NO: 20: secuencia de aminoacido de ligador peptidico
2

SEQ ID NO: 21: secuencia de aminodcido de ligador peptidico
3

SEQ ID NO: 22: secuencia de aminodcido de ligador peptidico
4

SEQ ID NO: 23: secuencia de aminoacido de ligador peptidico
5

SEQ ID NO: 24: secuencia de aminoacido de ligador peptidico
6

SEQ ID NO: 25: secuencia de aminoacido de ligador peptidico
7

SEQ ID NO: 26: un ejemplo de secuencia de aminoacido de
region Fe de IgG humana

SEQ ID NO: 27: secuencia de aminoacido de seroalbimina
humana

SEQ ID NO: 28: dominio de uniéon a albimina de proteina
derivada de la cepa Streptococcus G418

SEQ ID NO: 29: secuencia de aminoacido de cadena pesada de
trastuzumab

SEQ ID NO: 30: secuencia de aminoacido de cadena ligera de
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trastuzumab

SEQ ID NO: 31: secuencia de aminoacido de proteina de fusion
de péptido de afinidad con hTfR 1 y cadena pesada de trastuzumab

SEQ ID NO: 32: secuencia de aminoacido de proteina de fusion
de péptido de afinidad con hTfR 2 y cadena pesada de trastuzumab

SEQ ID NO: 33: secuencia de aminoacido de proteina de fusion
de péptido de afinidad con hTfR 3 y cadena pesada de trastuzumab

SEQ ID NO: 34: secuencia de nucledtido de ADN que codifica
proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR 1 y cadena pesada de
trastuzumab, secuencia sintética

SEQ ID NO: 35: secuencia de nucleotido de ADN que codifica
una cadena ligera de trastuzumab, secuencia sintética

SEQ ID NO: 36: secuencia de nucleotido de cebador hTfR5’,
secuencia sintética

SEQ ID NO: 37: secuencia de nucleotido de cebador hTfR3’,
secuencia sintética

SEQ ID NO: 38: secuencia de nucleotido de ADN en la cual el
gen de resistencia contra neomicina interpuesto por medio de las
secuencias IoxP en el lado 3’ de ADNc que codifica el hTfR quimérico,
secuencia sintética

SEQ ID NO: 39: secuencia de nucleotido de brazo 5’ del vector
de direccion, secuencia sintética

SEQ ID NO: 40: secuencia de nucledtido de brazo 3’ del vector
de direccion, secuencia sintética

SEQ ID NO: 41: etiqueta peptidica

SEQ ID NO: 42: secuencia de aminoacido de péptido de afinidad
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con hTfR 5

SEQ ID NO: 43: secuencia de aminoacido de proteina de fusion
de péptido de afinidad con hTfR 5 y cadena pesada de trastuzumab

SEQ ID NO: 44: secuencia de nucleotido de ADN que codifica
proteina de fusion de péptido de afinidad con hTfR 5 y cadena pesada de
trastuzumab, secuencia sintética

Listado de Secuencias
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REIVINDICACIONES
[Reivindicacion 1]

Un péptido que tiene una afinidad por un receptor de transferrina
humana (un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana) que
comprende una region variable de anticuerpo de cadena pesada que tiene
tres regiones de determinacion complementarias de CDR1, CDR2 y
CDR3.

en donde el péptido se selecciona a partir del grupo que consiste
en los siguientes (1) y (2),

(1) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de aminoicido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQID NO: 12,y

(2) un péptido, en el cual la secuencia de aminoacido de CDR1
es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 13 o SEQ ID
NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la
secuencia de aminodcido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18.

[Reivindicacién 2]

Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana, el
cual es un péptido seleccionado a partir del grupo que consiste en los
siguientes (1) a (3),

(1) un péptido que tiene 80% o mdas de una identidad de
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secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 4, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las
secuencias de aminoacido que se muestra en (1) de acuerdo con la
reivindicacion 1,

(2) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 5, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las
secuencias de aminoacido que se muestra en (1) de acuerdo con la
reivindicacion 1, y

(3) un péptido que tiene 80% o mas de una identidad de
secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido establecida en
SEQ ID NO: 6, y que tiene tres regiones de determinacion
complementarias de CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales tienen las
secuencias de aminoacido que se muestra en (2) de acuerdo con la
reivindicacion 1.

[Reivindicacion 3]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la identidad de la secuencia de
aminoacido es 85% o mas.

[Reivindicacion 4]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la identidad de la secuencia de
aminodacido es 90% o mas.

[Reivindicacion 5]
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El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la identidad de la secuencia de
aminoacido es 95% o mas.

[Reivindicacion 6]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido incluye una
secuencia de aminodcido seleccionada a partir del grupo que consiste en
(Da(@),

(1) la secuencia de aminoacido en la cual los aminoacidos 1 a 10
en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 4 se
sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminodacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 12,

(2) una secuencia de aminoacido en la cual los aminodcidos 1 a
10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 5 se
sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminoacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 8, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminoacido establecida en SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de aminoicido de CDR3 es la secuencia de aminoécido
establecida en SEQ ID NO: 11 o SEQID NO: 12,y

(3) una secuencia de aminoacido en la cual los aminoacidos 1 a

10 en la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 6 se
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sustituyen, eliminan o afiaden, y en la cual la secuencia de aminoacido de
CDRI1 es la secuencia de aminoacido establecida en SEQ ID NO: 13 o
SEQ ID NO: 14, la secuencia de aminoacido de CDR2 es la secuencia de
aminodcido establecida en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16, y la
secuencia de aminoacido de CDR3 es la secuencia de aminodcido
establecida en SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18.

[Reivindicacién 7]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el numero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afadidos es 1 a 5.

[Reivindicacion 8]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el numero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 3.

[Reivindicacion 9]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el péptido
tiene una afinidad por una region extracelular de un receptor de
transferrina humana y una region extracelular de un receptor de
transferrina de mono
[Reivindicacion 10]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 9, en donde una constante de disociacion
con la regidon extracelular del receptor de transferrina humana y una
constante de disociacidon con la region extracelular del receptor de

transferrina de monoson 5 x 100" M a1 x 10° M.
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[Reivindicacion 11]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 9, en donde ambas constantes de
disociacion con la region extracelular del receptor de transferrina humana
son5x 10" Ma5x107 M.

[Reivindicacion 12]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 9, en donde en un caso en donde un valor
de una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina humana se designa como 1, un valor de una constante de
disociacion con el receptor de transferrina de mono es 1 a 10.
[Reivindicacion 13]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 9, en donde en un caso en donde un valor
de una constante de disociacion con la region extracelular del receptor de
transferrina humana se designa como 1, un valor de una constante de
disociacion con el receptor de transferrina de mono es 3 a 10.
[Reivindicacion 14]

Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana en
el cual una pluralidad del péptido de afinidad con receptor de transferrina
humana de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, se unen,
en donde el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se
selecciona a partir del grupo que consiste en los siguientes (1) a (3),

(1) un péptido en el cual 2 a 10 de los péptidos de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12 se unen de manera directa o a través de un ligador,
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(2) un péptido en el cual 2 o 3 de los péptidos de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 se unen de manera directa o a través de un ligador,
y

(3) un péptido en el cual 2 de los péptidos de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 se unen de manera directa o a través de un ligador,
[Reivindicacion 15]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 14, en donde cada uno de los ligadores
enlazan una pluralidad de los péptidos de afinidad con receptor de
transferrina humana entre si es un ligador peptidico que consiste en 1 a
60 aminoacidos.

[Reivindicacion 16]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la secuencia de aminoacido
del ligador peptidico se selecciona a partir del grupo que consiste en un
aminoacido, la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de
aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminodcido Gly-Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y una de las secuencias de
aminodacido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, y SEQ ID
NO: 25.

[Reivindicacion 17]
El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de

acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la secuencia de aminoacido
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del ligador peptidico consiste en la secuencia de aminoécido en la cual 2
a 10 secuencias de aminoacido cada una se selecciona a partir del grupo
que consiste en un aminodcido, la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-
Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de
aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, y SEQ ID
NO: 21 se configuran en serie.

[Reivindicacion 18]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido incluye la secuencia
de aminoacido seleccionada a partir del grupo que consiste en las
secuencias de aminoacido establecidas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5,y SEQ ID NO: 6.

[Reivindicacion 19]

Un péptido de afinidad con receptor de transferrina humana, el
cual incluye la secuencia de aminodcido en la cual 1 a 10 aminoacidos en
la secuencia de aminoacido seleccionados a partir del grupo que consiste
en las secuencias establecidas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, y SEQ
ID NO: 6 se sustituyen, eliminan o afiaden.

[Reivindicacion 20]

El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de
acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el nimero de aminoacidos
sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 5.

[Reivindicacion 21]
El péptido de afinidad con receptor de transferrina humana de

acuerdo con la reivindicacion 20, en donde el numero de aminoacidos
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sustituidos, eliminados o afiadidos es 1 a 3.
[Reivindicacion 22]

un complejo de reivindicacion péptido de afinidad con receptor
de transferrina humana, en el cual un farmaco se une al péptido de
afinidad con receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 21.

[Reivindicacion 23]

El complejo de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
farmaco es cualquiera de los siguientes: una proteina (A) diferente, un
acido nucleico, o un compuesto de bajo peso molecular.

[Reivindicacion 24]

Una proteina de fusion del péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 21, y una proteina (A) diferente.

[Reivindicacion 25]

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 24, en
donde el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une
de manera directa o a través del ligador a la terminal C de la proteina (A)
diferente.

[Reivindicacion 26]

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacioén 24, en
donde el péptido de afinidad con receptor de transferrina humana se une
de manera directa o a través del ligador a la terminal N de la proteina (A)
diferente.

[Reivindicacion 27]

La proteina de fusidon de acuerdo con la reivindicacion 25 o 26,
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en donde el ligador que enlaza el péptido de afinidad con receptor de
transferrina humana con la proteina (A) diferente es un ligador peptidico
que consiste en 1 a 60 aminoacidos.

[Reivindicacion 28]

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 27, en
donde la secuencia de aminoacido del ligador peptidico que enlaza el
péptido de afinidad con receptor de transferrina humana a la proteina (A)
diferente se selecciona a partir del grupo que consiste en un aminoacido,
la secuencia de aminoacido Gly-Ser, la secuencia de aminoacido Ser-ser,
la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Ser, la secuencia de aminoacido
Gly-Gly-Gly, y una de las secuencias de aminodcido establecidas en SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 24, y SEQ ID NO: 25.

[Reivindicacion 29]

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 27, en
donde la secuencia de aminoéacido del ligador peptidico que enlaza el
péptido de afinidad con receptor de transferrina humana a la proteina (A)
diferente consiste en la secuencia de aminoacido en la cual 2 a 10
secuencias de aminodcido se selecciona cada uno a partir del grupo que
consiste en un aminoacido, la secuencia de aminodcido Gly-Ser, la
secuencia de aminoacido Ser-ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-
Ser, la secuencia de aminoacido Gly-Gly-Gly, y las secuencias de
aminodcido establecidas en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, y SEQ ID
NO: 21 se configuran en serie.

[Reivindicacion 30]

La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las
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reivindicaciones 24 a 29, en donde la proteina (A) diferente es una
proteina derivada a partir de un humano.
[Reivindicacion 31]

La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 30, en donde la proteina (A) diferente es una
citocina, un factor de crecimiento o un farmaco de anticuerpo.
[Reivindicacion 32]

La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 30, en donde la proteina (A) diferente se selecciona
a partir del grupo que consiste en un factor de crecimiento nervioso
derivado del cerebro un factor de crecimiento nervioso derivado del
cerebro (BDNF), un factor de crecimiento nervioso (NGF), una enzima
lisosomal, un factor neurotrofico ciliar (CNTF), un factor neurotréfico
derivado de la linea celular glial (GDNF), una neurotrofina 3, una
neurotrofina 4/5, una neurotrofina 6, una neuregulina 1, una
eritropoyetina, una darbepoetina, una activina, un factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), un factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGF2), un factor de crecimiento epidérmico (EGF), un factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), un interferon o, un interferon f3,
un interferdn vy, una interleucina 6, un factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF), un factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), un factor estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF), un receptor del factor de necrosis tumoral o
(receptor TNF-a)), un ligando de PD-1, una PD-L1, una PD-L2, una
enzima con actividad de degradacion de B-amiloide, un anticuerpo anti-

B-amiloide, un anticuerpo anti-BACE, un anticuerpo anti-EGFR, un
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anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PD-L1, un anticuerpo anti-PD-
L2, un anticuerpo anti-HER2, un anticuerpo anti-TNF-o y un anticuerpo
anti-CTLA-4.

[Reivindicacion 33]

La proteina de fusiéon de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 30, en donde la proteina (A) diferente es una enzima
lisosomal, y

en donde la enzima lisosomal, y la enzima lisosomal se
selecciona a partir del grupo que consiste en a-L-iduronidasa, iduronato-
2-sulfatasa, a-glucosidasa acida, glucocerebrosidasa, B-galactosidasa,
proteina activadora de GM2, B-hexosaminidasa A, B-hexosaminidasa B,
N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa, o-manosidasa, P-manosidasa,
galactosilceramidasa, saposina C, arilsulfatasa A, o-L-fucosidasa,
aspartilglucosaminidasa, a-N-acetilgalactosaminidasa, esfingomielinasa
acida, a-galactosidasa A, B-glucuronidasa, heparan N-sulfatasa, o-N-
acetilglucosaminidasa, acetil-CoA a-glucosaminida N-acetiltransferasa,
N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, = ceramidasa  acida,  amilo-1,6-
glucosidasa, sialidasa, tioesterasa de proteina palmitoilada-1, tripeptidil
peptidasa-1, hialuronidasa-1, CLN1 y CLN2.

[Reivindicacion 34]

La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 33, en donde la seroalbiimina se une con la proteina
de fusion.

[Reivindicacion 35]
La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 24 a 33, en donde una region de Fc de IgG humana se
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une con la proteina de fusion.
[Reivindicacion 36]

Un acido nucleico que codifica el péptido de afinidad con
receptor de transferrina humana de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 21.

[Reivindicacion 37]

Un acido nucleico que codifica la proteina de fusidon de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 24 a 35.

[Reivindicacion 38]

Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 36 o 37.

[Reivindicacion 39]

Una célula transformada con el vector de expresion de acuerdo
con la reivindicacion 38.

[Reivindicacion 40]
La célula de acuerdo con la reivindicacion 39, en donde la

célula se deriva a partir de un mamifero.
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RESUMEN

Se proporciona un péptido que tiene una afinidad para el receptor
de transferrina humana, el cual puede utilizarse para unirse con cualquiera
de los compuestos (una proteina, dcido nucleico, compuesto con bajo
peso molecular, y entre otros) que necesita mostrar su funcion en un
sistema nervioso central (SNC) y al cual se le permite pasar a través de
una barrera hematoencefilica, y un uso del mismo. EI péptido es un
péptido que incluye, por ejemplo, una secuencia de aminoacido
seleccionada a partir del grupo que consiste en secuencias de aminodcido

establecidas en SEQ ID NO: 4 a 6, o una variante de las mismas.
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