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DESCRIPCION
Lanzadera de barrera hematoencefalica

La presente invencion se refiere a una lanzadera de barrera hematoencefélica que se une a receptores en la barrera
hematoenceféalica (R/BHE) y a procedimientos de uso de la misma.

Antecedentes

La penetracion en el cerebro de farmacos para trastornos neurolégicos, tales como, por ejemplo, farmacos
bioterapéuticos grandes o farmacos de molécula pequefia que tienen una penetracion baja en el cerebro, esta
estrictamente limitada por la barrera hematoencefalica (BHE) extensa e impermeable conjuntamente con el otro
componente celular en la unidad neurovascular (NVU). Se han sometido a prueba muchas estrategias para superar
este obstaculo y una es utilizar rutas de transcitosis mediadas por receptores endégenos expresados en el endotelio
capilar cerebral. Se han disefiado proteinas recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales o péptidos, contra
estos receptores para permitir el suministro mediado por receptor de productos bioterapéuticos al cerebro. Sin
embargo, las estrategias para maximizar la captacion cerebral al tiempo que se minimiza la clasificacién errénea dentro
de las células endoteliales cerebrales (BEC), y el grado de acumulacion dentro de determinados organulos
(especialmente organulos que dan lugar a la degradacién del producto bioterapéutico) en las BEC, permanecen sin
explorar.

Los anticuerpos monoclonales y otros productos bioterapéuticos tienen un enorme potencial terapéutico para el
tratamiento de patologias en el sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, su ruta hacia el cerebro esta impedida
por la BHE. Estudios anteriores han ilustrado que un porcentaje muy pequefio (aproximadamente un 0,1 %) de una
IgG inyectada en la circulacion sanguinea puede penetrar en el compartimento del SNC (Felgenhauer, Klin. Wschr.
52: 1158-1164 (1974)). Esto ciertamente limitara cualquier efecto farmacoldgico debido a la baja concentracién dentro
del SNC del anticuerpo.

El documento WO 2012/075037 divulga un anticuerpo biespecifico de longitud completa que comprende un fragmento
Fab anti-BACE1 y un fragmento Fab contra el receptor de la transferrina. Este anticuerpo biespecifico funciona como
una lanzadera de barrera hematoencefalica.

El documento US 2005/147613 divulga anticuerpos biespecificos que comprenden un anticuerpo de longitud completa
contra el receptor de la transferrina y un anticuerpo de longitud completa anti-Abeta o un fragmento Fab antitransferrina
y un fragmento Fab anti-abeta. Ambas construcciones funcionan como lanzadera para la barrera hematoencefalica.

Por lo tanto, existe la necesidad de sistemas de suministro de farmacos para trastornos neuroldgicos a través de la
BHE para transportar los farmacos al cerebro eficazmente.

Sumario

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una lanzadera de barrera hematoencefalica que comprende
una entidad efectora cerebral, un conector y una entidad de unién monovalente que se une a un receptor de
transferrina, en la que el conector acopla la entidad efectora a la entidad de unién monovalente que se une a la receptor
de transferrina, en la que la entidad de unién monovalente que se une al receptor de transferrina comprende un scFab
dirigido al receptor de transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la
secuencia de aminoacidos de SEQ. ID. NO 14, 15 0 16 y en la que la entidad efectora cerebral se selecciona del grupo
que consiste en farmacos para trastornos neuroldgicos, factores neurotréficos y anticuerpos dirigidos a una diana
cerebral seleccionada del grupo que consiste en B-secretasa 1, AB, factor de crecimiento epidérmico, receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico, Tau, Tau fosforilado, apolipoproteina E4, alfa-sinucleina, fragmentos oligoméricos
de alfa-sinucleina, CD20, huntingtina, proteina priénica, cinasa de repeticion rica en leucina 2, parkina, presenilina 2,
gamma-secretasa, receptor de muerte 6, proteina precursora del amiloide, receptor de neurotrofina p75 y caspasa 6.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad efectora cerebral se
selecciona del grupo que consiste en proteinas, polipéptidos y péptidos.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad efectora cerebral
comprende un anticuerpo de longitud completa dirigido a una diana cerebral, preferentemente una IgG de longitud
completa.

En un modo de realizaciéon particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la lanzadera de barrera
hematoencefalica comprende un anticuerpo IgG de longitud completa como entidad efectora cerebral, el conector y
un scFab que se une al receptor de transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido
dentro de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 14, 15 o 16, en el que el scFab se acopla por el conector al
extremo C-terminal de la parte Fc de una de las cadenas pesadas del anticuerpo IgG.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733324713

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad efectora es un anticuerpo
de longitud completa dirigido a AB.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefélica, el anticuerpo dirigido a AB
comprende (a) H-CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 5; (b) H-CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 6; (c) H-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID.
NO 7; (d) L-CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 8; (e) L-CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 9 y (f) L-CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID.
NO 10.

En un modo de realizacién particular de la lanzadera de barrera hematoencefélica, el anticuerpo dirigido a Abeta
comprende un dominio Vi que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 11 y un dominio VL que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 12.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la primera cadena pesada del
anticuerpo de la lanzadera de barrera hematoencefalica dirigido a una diana cerebral comprende un primer médulo de
dimerizacion y la segunda cadena pesada del anticuerpo de la lanzadera de barrera hematoencefalica contra una
diana cerebral comprende un segundo mdédulo de dimerizacion que permite la heterodimerizacion de las dos cadenas
pesadas.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, el primer modulo de dimerizacion
de la primera cadena pesada del anticuerpo de la lanzadera de barrera hematoencefalica dirigido a la diana cerebral
comprende botones y el moédulo de dimerizacion de la segunda cadena pesada del anticuerpo de la lanzadera de
barrera hematoencefalica dirigido a la diana cerebral comprende ojales de acuerdo con la estrategia de botén en ojal.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad efectora es un anticuerpo
de longitud completa dirigido a Tau fosforilado.

En un modo de realizacién particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad efectora es un anticuerpo
de longitud completa dirigido a alfa-sinucleina.

En un modo de realizacién particular de la lanzadera de barrera hematoencefdlica, el conector es un conector
peptidico, preferentemente un péptido que es una secuencia de aminoacidos con una longitud de al menos 25
aminoacidos, mas preferentemente con una longitud de 30 a 50 aminoacidos, dicho conector es, en particular,
(G4S)6G2 0 (G4S)a.

Los tres modos de realizacion siguientes de la invencion se refieren a una lanzadera de barrera hematoencefalica en
la que la entidad efectora cerebral es una proteina, polipéptido o péptido, con la condiciéon de que la entidad efectora
cerebral no sea un anticuerpo de longitud completa, en particular una IgG de longitud completa.

En un modo de realizacién particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad de unién monovalente
que se une al receptor de transferrina comprende una entidad CH2-CH3 de Ig y un scFab que se une al receptor de
transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID. NO 14, 15 0 16, en la que el scFab se acopla a un extremo C-terminal de la entidad CH2-
CH3 de Ig por un segundo conector.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la lanzadera de barrera
hematoencefalica comprende la entidad efectora cerebral, el conector, el dominio CH2-CH3 de Ig, el segundo conector
y un scFab que se une al receptor de transferrina que reconoce un epitopo en el receptor transferrina comprendido
dentro de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 14, 15 o0 16, en la que la entidad efectora cerebral se acopla
por el primer conector a un extremo N-terminal del dominio CH2-CH3 de Ig y el scFab se acopla a un extremo C-
terminal del dominio CH2-CHS3 de Ig por el segundo conector.

En un modo de realizacion particular de la lanzadera de barrera hematoencefalica, la entidad CH2-CH3 de Ig es una
entidad CH2-CH3 de IgG.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la presente invencion se puede usar como un medicamento, en particular
se puede usar para el tratamiento de un trastorno neuroldgico tal como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la presente invencion se puede usar para transportar la entidad efectora
cerebral a través de la barrera hematoencefalica.

En un modo de realizacion particular, la cadena pesada del anticuerpo IgG de la lanzadera de barrera
hematoencefalica de la presente invencidn acoplada en su extremo C-terminal de la parte de Fc al scFab como entidad
de union monovalente que se une al receptor de barrera hematoencefalica tiene la siguiente estructura:
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. cadena pesada de IgG,

. conector que acopla el extremo C-terminal de la parte de Fc de la cadena pesada de IgG al extremo N-terminal
del dominio VL del scFab,

. dominio variable de cadena ligera (VL) y dominio C-kappa de cadena ligera del scFab,

. conector que acopla el extremo C-terminal del dominio C-kappa de cadena ligera del scFab al extremo N-
terminal del dominio VH del scFab,

. dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo scFab y dominio CH3 de IgG de cadena pesada.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una proteina de fusion para transportar una entidad efectora
cerebral a través de la barrera hematoencefalica que comprende una entidad CH2-CH3 de Ig, un conector y un scFab
dirigido a un receptor de transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 14, 15 o 16, en la que el scFab se acopla a un extremo C-terminal de la
entidad CH2-CH3 de Ig por el conector y en la que la entidad efectora cerebral se selecciona del grupo que consiste
en farmacos para trastornos neurolégicos, factores neurotréficos y fragmentos de anticuerpo dirigidos a una diana
cerebral seleccionada del grupo que consiste en scFv, Fv, scFab, Fab, VHH, F(ab')2 o péptidos dirigidos a una diana
cerebral y en el que la diana cerebral se selecciona del grupo que consiste en B-secretasa 1, AR, factor de crecimiento
epidérmico, receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico, Tau, Tau fosforilado, apolipoproteina E4, alfa-sinucleina,
fragmentos oligoméricos de alfa-sinucleina, CD20, huntingtina, proteina pridnica, cinasa de repeticion rica en leucina
2, parkina, presenilina 2, gamma-secretasa, receptor de muerte 6, proteina precursora del amiloide, receptor de
neurotrofina p75 y caspasa 6.

En un modo de realizacion particular de la proteina de fusién de la presente invencion, la proteina de fusion de la
presente invencion comprende ademas un conector en el extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig para
acoplar la entidad efectora cerebral al extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig.

En un modo de realizacién particular de la proteina de fusion de la presente invencion, el conector es un conector
peptidico, en particular un péptido que es una secuencia de aminoacidos con una longitud de al menos 15
aminoacidos, mas en particular con una longitud de 20 a 50 aminoacidos, del modo més particular dicho conector tiene
la secuencia de aminoacidos (G4S)sG2 (SEQ ID. NO 13) o (G4S)4 (SEQ ID. NO 17).

En un modo de realizacién particular de la proteina de fusion de la presente invencién, la entidad CH2-CH3 de Ig es
una entidad CH2-CH3 de IgG.

En un tercer aspecto, la presente invencidn proporciona un conjugado que comprende una proteina de fusion de la
presente invencion y una entidad efectora cerebral acoplada a un extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig de
la proteina de fusién de la presente invencién mediante un conector.

En un modo de realizacién particular del conjugado de la presente invencion, la entidad efectora cerebral es un factor
neurotréfico y en la que el conector que acopla el factor neurotréfico al extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de
Ig es un conector peptidico.

Ademas, la presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica que comprende el conjugado de la presente
invencion y un vehiculo farmacéutico, el uso del conjugado como medicamento, en particular el uso del conjugado
para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo, en particular la enfermedad de Alzheimer.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Diferentes formatos de lanzaderas de barrera hematoencefalica (proteinas de fusién) usados en los ejemplos.
1A: IgG dirigida a AR (mAb31). 1B: Fab unico (sFab = scFab unico) dirigido a TfR acoplado a la parte Fc de una IgG
dirigida a AR (mAb31). 1C: Fab doble (dFab = scFab doble) dirigido a TfR acoplado a la parte Fc de una IgG dirigida
a AB (mAb31). La estructura de scFab se fusiona con el extremo C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo 1gG.

Fig. 2: Propiedades de union de las proteinas de fusién hacia estructuras de AB. La afinidad de unién se midié usando
una configuracion ELISA que muestra que las construcciones de Fab han conservado las propiedades de union a A.
Unién de construcciones de mAb31-8D3 a fibrillas de Abeta. Mientras que 8D3 (cuadrados blancos) no se une a fibrillas
Abeta inmovilizadas, mAb31-8D3-dFab (cuadrados negros), mAb31-8D3-sFab (tridngulos blancos) y mAb31
(triangulos negros) se unen con afinidades similares.

Fig. 3: Propiedades de unién de las construcciones hacia el receptor de transferrina (TfR). La afinidad de union se
midié usando una configuracion ELISA que muestra que solo las construcciones Fab se unen al receptor de
transferrina (TfR) y la construccion de Fab doble tiene una afinidad aparente ligeramente mayor debido al modo de
unién bivalente. Unién de construcciones de mAb31-8D3 a mTfR. Mientras que mAb31 (triangulos negros) no se une
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a mTfR inmovilizado, mAb31-8D3-dFab (cuadrados negros) se une con una afinidad similar a la del anticuerpo original
8D3 (cuadrados blancos). La construccion monovalente mAb31-8D3-sFab (triangulos blancos) muestra una afinidad
de unién intermedia.

Fig. 4: Decoraciéon de placa del anticuerpo monoclonal anti-AB mAb31 (Fig. 4A), Fab unico-mAb31 (scFab unico
fusionado al extremo C-terminal de mAb31) (Fig. 4B) y Fab doble-mAb31 (scFab dobles fusionados al extremo C-
terminal de mAb31) (Fig. 4C). Construccion inyectada en ratones PS2APP (n = 3/construccion), dosis intravenosa
unica de 10 mg/kg y, a continuacion, perfusion cerebral 8 horas después de la dosis. El analisis incluyd
inmunohistoquimica y microscopia confocal para la union a placa. Los datos muestran que solo la construccion Fab
unico-mAb31 puede atravesar la BHE y unirse a las placas. La figura muestra un area representativa del cerebro de
todos los animales.

Fig. 5: Muestra la cuantificacién de la construccidon Fab doble-mAb31. La tincién de placa y capilar se cuantificé en los
tres animales tratados en tres regiones diferentes (9 areas en total para cada construccién). Los datos muestran que
solo hay un aumento en los capilares para la construcciéon Fab doble-mAb31 en comparacién con mAb31. No se
detectaron niveles aumentados de Fab doble-mAb31 en la placa (dentro del cerebro). Cuantificacion de mab31 (control
de HEK) frente a Fab doble-mab3, 10 mg/kg, 8 h después de la dosis.

Fig. 6: Muestra la cuantificacion de la construccion Fab unico-mAb31. La tincién de placa y capilar se cuantifico en los
tres animales tratados en tres regiones diferentes (9 areas en total para cada construccién). Los datos muestran que
hay un aumento masivo en las placas de la construccion Fab Unico-mAb31 en comparacion con mAb31. La
cuantificacion de la sefial de fluorescencia indica un aumento de mas de 50 veces del Fab unico-mAb31 en
comparacion con la construccion de mAb31. También hay una tincién transitoria en los capilares para la construccion
de Fab Unico-mAb31 en comparacion con mAb31, que indica que se atraviesa la BHE. Cuantificacion de mab31
(control de HEK) frente a Fab unico-mab31 10 mg/kg, 8 h después de la dosis y 25 mg/kg, 24 h después de la dosis.

Fig. 7: Decoracion de placa del anticuerpo monoclonal anti-AB mAb31 a dos dosis diferentes y del Fab tnico-mAb31
(scFab unico fusionado al extremo C-terminal de mAb31) a una dosis muy baja. Construccion inyectada en ratones
PS2APP (n = 3/construccién), dosis intravenosa unica y, a continuacion, perfusiéon cerebral en diversos puntos
temporales después de la dosis. El andlisis incluyé inmunohistoquimica y microscopia confocal para la unioén a placa.
Los datos muestran que solo la construccion Fab unico-mAb31 puede atravesar la BHE y unirse a las placas. La
exposicion cerebral es muy rapida para la construcciéon Fab unico-mAb31 y la decoraciéon de placa es sostenible
durante al menos una semana a partir de una sola administracion.

Fig. 8: Cuantificacion de la expresion en la superficie celular de TfR tratado con Fab unico-mab31 o Fab doble-mAb31.
Regulacion por disminucion en la superficie celular del receptor de transferrina (TfR) por la construccién Fab doble-
mAb31. Se incubaron durante 24 horas células endoteliales cerebrales que expresan el TfR con la construccion Fab
unico-mAb31 (Fig. 8A) o la construccion Fab doble-mAb31 (Fig. 8B). Solo la construccién de Fab doble-mAb31
disminuia el nivel de TfR expresado en la superficie celular.

Fig. 9: Transmigracion de células in vivo de TfR tratado con Fab Unico-mab31 o Fab doble-mAb31. Primeros puntos
temporales que investigan la tinciéon de capilares y placas in vivo. Tanto sFab-MAb31 (Fig. 9A) como dFab-MAb31
(Fig. 9B) decoran la vasculatura cerebral 15 minutos después de la inyeccion sin diferencia en su distribucién. 8 horas
después de la inyeccion, sFab-MAb31 alcanza el parénquima y decora las placas de amiloide (flechas, Fig. 9C)
mientras que dFab-MAb31 permanece dentro de la vasculatura cerebral de forma similar al punto temporal de 15
minutos (Fig. 9D). No se detectaron placas de amiloide en el parénquima para el dFab-MAb31.

Fig. 10: Transmigracion de células in vivo de TfR tratado con Fab Unico-mab31 o Fab doble-mAb31. Para controlar la
integridad de todas las construcciones usadas en el estudio, se realizd la tincidon de criosecciones cerebrales de
ratones APP transgénicos de 18 meses usando MAb31 (Fig. 10A), sFab-MAb31 (Fig. 10B) o dFab-MAB31 (Fig. 10C).
La figura 10D muestra los resultados del control. Los resultados mostraron que las 3 construcciones detectaban placas
de amiloide en el cerebro de ratones transgénicos.

Fig. 11: Transmigracion de células in vivo de TfR tratado con Fab unico-mab31. La microscopia confocal de alta
resolucion en muestras tratadas in vivo muestra que los sFab-MAb31 no decoran el lado luminal de los capilares
cerebrales, sino que estan contenidos dentro de estructuras similares a vesiculas que atraviesan la membrana luminal
de las células endoteliales y dentro del citosol de las células endoteliales. Las flechas en la Fig. 11 indican vesiculas
que contienen construcciones de sFab-MAb31 en el lado abluminal de los nucleos de células endoteliales. Estos datos
sugieren que sFab-MAb31 puede tanto entrar en las células endoteliales cerebrales como atravesar la vasculatura y
alcanzar las placas de amiloide dentro del espacio parenquimatoso del cerebro (comparese con la figura 9A 'y C).

Fig. 12: Transmigracion de células in vivo de TfR tratado con Fab doble-mab31. La microscopia confocal de alta
resolucion en muestras tratadas in vivo muestra que los dFab-MAb31 no decoran el lado luminal de los capilares
cerebrales, sino que estan contenidos dentro de estructuras similares a vesiculas que atraviesan la membrana luminal
de las células endoteliales y dentro del citosol de las células endoteliales. Las flechas en la fig. 12 indican vesiculas
que contienen construcciones de dFab-MAb31 en el lado abluminal de los nucleos de células endoteliales. Estos datos
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sugieren que los dFab-MADb31 pueden entrar en las células endoteliales cerebrales, pero que estan atrapados y no
pueden atravesar la vasculatura y, por lo tanto, no pueden alcanzar las placas de amiloide dentro del espacio
parenquimatoso del cerebro (comparese con la figura 9B y D).

Fig. 13: Exposicién cerebral y decoracion de placa después de administracion i.v. Fig. 13A: Las construcciones de
mAb31, dFab y sFab se inyectaron por via intravenosa en animales transgénicos PS2APP a 10 mg/kg, los animales
se perfundieron y se sacrificaron 8 horas después de la inyeccion. No se detectdé un aumento significativo en la
decoracion de placa para dFab en comparacion con mAb31. Para la construccion de sFab, se detectd una decoracion
de placa 55 veces mayor que el mAb31 original basada en la intensidad de fluorescencia a 555 nm del anticuerpo de
deteccion. Tincion inmunohistoquimica representativa en corteza de mAb31 (Fig. 13B), dFab (Fig. 13C) y sFab (Fig.
13D) 8 horas después de la inyeccion. El dFab muestra solo tincion de microvasos, mientras que el sFab decora las
placas de amiloide-B de forma extensa. Fig. 13E: Demostracién de que una dosis baja de la construccion de sFab
(2,66 mg/kg) alcanza rapida y significativamente las placas en el cerebro en comparacion con 2 mg/kg y 10 mg/kg de
mAb31. La interaccion con la diana de la construccion de sFab es sostenible durante al menos una semana después
de la inyeccion. La tincion inmunohistoquimica muestra la decoracion de placa para mAb31 a 2 mg/kg (Fig. 13F) y
sFab a 2,66 mg/kg (Fig. 13G) 7 dias después de la inyeccion.

Fig. 14: Eficacia in vivo en un estudio crénico en ratones PS2APP portadores de placa tratados con 14 inyecciones
i.v. semanales. Se muestra la unién a placa diana de las construcciones administrados unidas a placas residuales al
final del estudio para mAb31 a dosis baja, mAb31 a dosis media, sFab a dosis baja y sFab a dosis media,
respectivamente (Fig. 14A-D). Se muestra el analisis morfométrico cuantitativo después de tincion inmunohistoquimica
de las placas para la corteza y el hipocampo (Fig. 14 E). La carga de placa de los animales no tratados sacrificados a
una edad de 4,5 meses se muestra como nivel de valor referencia de la amiloidosis al inicio del estudio. Es evidente
una reduccion significativa en los nimeros de placas después del tratamiento con sFab a dosis media en comparacion
con la formacién progresiva de placa observada en animales tratados con vehiculo; aparece una tendencia a una
formacion de placa reducida incluso con el sFab a dosis baja. Por tanto, la construccion de sFab reduce
significativamente los nimeros de placas tanto en la corteza como en el hipocampo. El andlisis de los tamafios de
placa revel6 una reduccion de los nimeros de placas mas pronunciada para tamafnos de placa pequefios. *p <0,05,
**p <0,01, ***p <0,001.

Fig. 15: El anticuerpo multimérico con fragmentos scfab de TfR fusionados con el extremo C de Fc no induce ADCC.
Se midio la muerte mediada por NK92 de células de eritroleucemia de ratén BA/F3 cuantificando la liberaciéon de LDH.
Solo las construcciones multiméricas con el resto Fab de unién a TfR en la orientacion "convencional" "N-terminal a
Fc" inducen una ADCC significativa, mientras que las construcciones de lanzadera del cerebro en orientacion inversa
son inactivos.

Fig. 16: El scFab-8D3 dirigido al receptor de transferrina se une a tres péptidos distintos en el dominio extracelular del
receptor de transferrina de ratén. Se revel6 la union del anticuerpo 8D3 a péptidos de 15 meros que se superponen
con tres aminoacidos mediante la deteccion quimioluminiscente del anticuerpo incubado en un portaobjetos CelluSpot
que porta péptidos de mTfR inmovilizados. Recuadro: Péptidos n.° 373, 374 y 376 unidos por 8D3 (SEQ ID. NO 15,
16y 17).

Descripcion detallada de modos de realizacién de la invenciéon Definiciones

La "barrera hematoencefalica" o "BHE" hace referencia a la barrera fisioldgica existente entre la circulacion periférica
y el cerebro y la médula espinal, que esta formada por uniones estrechas dentro de las membranas plasmaticas del
endotelio capilar del cerebro, creando una barrera hermética que restringe el transporte de moléculas al cerebro,
incluso de moléculas muy pequenas tales como urea (60 daltones). La BHE del cerebro, la barrera hematomedular de
la médula espinal y la barrera hematorretiniana de la retina son barreras capilares contiguas del SNC, y se denominan
conjuntamente en el presente documento barrera hematoencefalica o BHE. La BHE también abarca la barrera
hematocefalorraquidea (plexo coroideo) donde la barrera esta compuesta de células ependimarias en lugar de células
endoteliales capilares.

Se describen los mddulos de dimerizacion de botén en ojal y su uso en ingenieria de anticuerpos en Carter P.; Ridgway
JBB; Presta LG: Immunotechnology, volumen 2, numero 1, febrero de 1996, pag. 73-73(1)).

El "sistema nervioso central" o "SNC" hace referencia al complejo de tejidos nerviosos que controlan la funcion
corporal, e incluye el cerebro y la médula espinal.

Un "receptor de la barrera hematoencefalica" (abreviado "R/BHE" en el presente documento) es una proteina receptora
unida a la membrana extracelular expresada en células endoteliales cerebrales que puede transportar moléculas a
través de la BHE o ser usada para transportar moléculas administradas exdgenas. Los ejemplos de R/BHE en el
presente documento incluyen: receptor de transferrina (TfR), receptor de insulina, receptor de factor de crecimiento
insulinico (IGF-R), receptores de lipoproteinas de baja densidad incluyendo, sin limitacion, la proteina 1 relacionada
con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP1) y la proteina 8 relacionada con el receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LRP8), y el factor de crecimiento de tipo factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-
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EGF). Un R/BHE ejemplar en el presente documento es el receptor de transferrina (TfR).

La "entidad efectora cerebral" se refiere a una molécula que se va a transportar al cerebro a través de la BHE. La
entidad efectora tiene tipicamente una actividad terapéutica caracteristica que se desea suministrar al cerebro. Las
entidades efectoras incluyen farmacos para trastornos neuroldgicos y agentes citotéxicos tales como, por ejemplo,
péptidos, proteinas y anticuerpos, en particular anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos dirigidos a una
diana cerebral.

La "entidad de unién monovalente" se refiere a una molécula que se puede unir especificamente y en un modo de
unién monovalente a un R/BHE. La lanzadera hematoencefalica y/o conjugado de la presente invencion se
caracterizan por la presencia de una unidad unica de entidad de unidbn monovalente, es decir, la lanzadera
hematoencefalica y/o conjugado de la presente invencion comprenden una unidad de la entidad de unién monovalente.
La entidad de unién monovalente de la divulgacion incluye, pero no se limita a, proteinas, polipéptidos, péptidos y
fragmentos de anticuerpos que incluyen fragmentos Fab, Fab ', Fv, moléculas de anticuerpos monocatenarios tales
como, por ejemplo, Fab monocatenario, scFv. La entidad de union monovalente puede ser, por ejemplo, una proteina
de armazoén genomanipulada usando tecnologias del estado de la técnica como la presentacion en fagos o la
inmunizacion. La entidad de unidon monovalente también puede ser un péptido. La entidad de unién monovalente de
la invencion comprende un Fab monocatenario (scFab). En determinados modos de realizacioén, la entidad de union
monovalente comprende un dominio CH2-CH3 de Ig y un Fab monocatenario (scFab) dirigido a un receptor de la
barrera hematoencefalica. El scFab esta acoplado al extremo C-terminal del dominio CH2-CH3 de Ig mediante un
conector. En determinados modos de realizacién, el scFab se dirige al receptor de transferrina.

El "modo de union monovalente" se refiere a una unién especifica al R/BHE, donde la interaccién entre la entidad de
unién monovalente y el R/BHE tiene lugar a través de un Unico epitopo. El modo de unién monovalente evita cualquier
dimerizacién/multimerizacion del R/BHE debido a un unico punto de interacciéon con epitopo. EI modo de union
monovalente evita que se cambie la clasificacion intracelular del R/BHE.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante polipeptidico que se puede unir especificamente a un anticuerpo.
En determinados modos de realizacion, el determinante epitdpico incluye agrupamientos de superficie quimicamente
activa de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales glucidicas, fosforilo o sulfonilo y, en determinados
modos de realizacion, puede tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de
carga especificas. Un epitopo es una region de un antigeno que se une por un anticuerpo.

El "receptor de transferrina" ("TfR") es una glucoproteina transmembrana (con un peso molecular de aproximadamente
180 000) compuesta de dos subunidades unidas por un puente disulfuro (cada una con un peso molecular aparente
de aproximadamente 90 000) implicadas en la captacién de hierro en los vertebrados. En un modo de realizacion, el
TfR del presente documento es TfR humano que comprende la secuencia de aminoacidos como en Schneider et al.
Nature 311: 675-678 (1984), por ejemplo.

Un "trastorno neurolégico”, como se usa en el presente documento, se refiere a una enfermedad o trastorno que afecta
al SNC y/o que tiene una etiologia en el SNC. Los ejemplos de enfermedades o trastornos del SNC incluyen, pero no
se limitan a, neuropatia, amiloidosis, cancer, una enfermedad o trastorno ocular, infecciéon virica o microbiana,
inflamacién, isquemia, enfermedad neurodegenerativa, convulsiones, trastornos del comportamiento y una
enfermedad de almacenamiento lisosdomico. Para los fines de la presente solicitud, se entendera que el SNC incluye
el 0jo, que normalmente esta separado del resto del cuerpo por la barrera hematorretiniana. Los ejemplos especificos
de trastornos neuroldgicos incluyen, pero no se limitan a, enfermedades neurodegenerativas (incluyendo, pero no
limitado a, enfermedad de cuerpos de Lewy, sindrome de pospoliomielitis, sindrome de Shy-Draeger, atrofia
olivopontocerebelosa, enfermedad de Parkinson, atrofia sistémica multiple, degeneracion estriatonigral, tauopatias
(incluyendo, pero no limitado a, enfermedad de Alzheimer y pardlisis supranuclear), enfermedades pridnicas
(incluyendo, pero no limitado a, encefalopatia espongiforme bovina, tembladera, sindrome de Creutzfeldt-Jakob, kuru,
enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, caquexia cronica e insomnio familiar letal), paralisis bulbar,
enfermedad de la motoneurona y trastornos heterodegenerativos del sistema nervioso (incluyendo, pero no limitado
a, enfermedad de Canavan, enfermedad de Huntington, lipofuscinosis ceroide neuronal, enfermedad de Alexander,
sindrome de Tourette, sindrome del cabello ensortijado de Menkes, sindrome de Cockayne, sindrome de Halervorden-
Spatz, enfermedad de Lafora, sindrome de Rett, degeneracién hepatolenticular, sindrome de Lesch-Nyhan y sindrome
de Unverricht-Lundborg), demencia (incluyendo, pero no limitado a, enfermedad de Pick y ataxia espinocerebelosa),
cancer (por ejemplo, del SNC y/o el cerebro, incluyendo las metéstasis cerebrales resultantes de cancer en otras
partes del cuerpo).

Un "farmaco para trastornos neuroldgicos" es un farmaco o agente terapéutico que trata uno o mas trastornos
neurolégicos. Los farmacos para trastornos neurolégicos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, compuestos
de molécula pequefia, anticuerpos, péptidos, proteinas, ligandos naturales de una o mas dianas del SNC, versiones
modificadas de ligandos naturales de una o mas dianas del SNC, aptameros, acidos nucleicos inhibidores (es decir,
ARN inhibidores pequefios (ARNip) y ARN de horquilla corta (ARNhc)), ribozimas y moléculas pequefas, o fragmentos
activos de cualquiera de los anteriores. Se describen ejemplos de farmacos para trastornos neurolégicos de la
invencion en el presente documento e incluyen, pero no se limitan a: anticuerpos, aptameros, proteinas, péptidos,
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acidos nucleicos inhibidores y moléculas pequefias y fragmentos activos de cualquiera de los anteriores que son por
si mismos o reconocen especificamente y/o actdan sobre (es decir, inhiben, activan o detectan) un antigeno o molécula
diana del SNC tales como, pero no limitado a, proteina precursora de amiloide o partes de la misma, amiloide beta,
beta-secretasa, gamma-secretasa, tau, alfa-sinucleina, parkina, huntingtina, DR6, presenilina, ApoE, glioma u otros
marcadores de cancer del SNC y neurotrofinas. Ejemplos no limitantes de farmacos para trastornos neurolégicos y los
trastornos correspondientes en los que se pueden usar como tratamiento: factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF)-lesion cerebral crénica (neurogénesis), anticuerpo anti-factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) y anti-
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)-cancer cerebral, factor neural derivado de la linea celular glial
(GDNF)-enfermedad de Parkinson, factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)-esclerosis lateral amiotrofica y
depresion, enzima lisosémica-trastornos de almacenamiento lisosémico del cerebro, factor neurotréfico ciliar (CNTF)-
esclerosis lateral amiotrofica, neuregulina-1-esquizofrenia, anticuerpo anti-HER2 (por ejemplo, trastuzumab)-
metastasis cerebrales por cancer HER2 positivo.

Un "agente de formaciéon de imagenes" es un compuesto que tiene una o mas propiedades que permiten detectar
directa o indirectamente su presencia y/o localizacion. Los ejemplos de dichos agentes de formacion de imagenes
incluyen proteinas y compuestos de molécula pequefia que incorporan una entidad marcada que permite la deteccion.

Un "antigeno del SNC" o "antigeno cerebral” es un antigeno y/o molécula expresado en el SNC, incluyendo el cerebro,
la que se puede dirigir un anticuerpo o una molécula pequefia. Los ejemplos de dicho antigeno y/o molécula incluyen,
sin limitacion, beta-secretasa 1 (BACE1), amiloide beta (Abeta), receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), Tau, apolipoproteina E4 (ApoE4), alfa-sinucleina,
CD20, huntingtina, proteina pridnica (PrP), cinasa 2 de repeticion rica en leucina (LRRK2), parkina, presenilina 1,
presenilina 2, gamma-secretasa, receptor de muerte 6 (DRG6), proteina precursora de amiloide (APP), receptor de
neurotrofina p75 (p75NTR) y caspasa 6. En un modo de realizacion, el antigeno es BACE1.

Una proteina de "secuencia natural" en el presente documento se refiere a una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos de una proteina encontrada en la naturaleza, incluyendo variantes naturales de la proteina. El término,
como se usa en el presente documento, incluye la proteina como se aisla de una fuente natural de la misma, o
producida de forma recombinante.

El término "anticuerpo" en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y abarca especificamente
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos inalterados y fragmentos de anticuerpo, siempre que
presenten la actividad biol6gica deseada.

Los "fragmentos de anticuerpo” en el presente documento comprenden una parte de un anticuerpo inalterado que
retiene la capacidad de unirse al antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias tales como, por ejemplo, Fab
monocatenario (scFAb) scFv y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. El formato
"Fab monocatenario" se describe, por ejemplo, en Hust M. et al. BMC Biotechnol. 2007 Mar 8;7:14.

El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a partir
de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que comprende
la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto las posibles variantes que puedan surgir durante la
produccion del anticuerpo monoclonal, que, en general, son variantes que estan presentes en cantidades menores. A
diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos
contra determinantes (epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un determinante Unico en el
antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en tanto que no estan
contaminados por otras inmunoglobulinas. EI modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se
obtiene de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar como que requiere la
produccién del anticuerpo por cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se
van a usar de acuerdo con la presente invencion se pueden elaborar mediante el procedimiento de hibridoma descrito
en primer lugar por Kohler et al., Nature 256:495, 1975 o se pueden elaborar por procedimientos de ADN recombinante
(véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también se pueden aislar
de colecciones de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)
y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo. Los ejemplos especificos de anticuerpos monoclonales
del presente documento incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos,
incluyendo fragmentos de unioén a antigeno de los mismos. Los anticuerpos monoclonales en el presente documento
incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos" (inmunoglobulinas) en los que una parte de la cadena pesada y/o
ligera es idéntica u homologa a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular
0 que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpos particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico
u homdlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra
clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad
biolégica deseada (patente de EE. UU. n.° 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).
Los anticuerpos quiméricos de interés en el presente documento incluyen anticuerpos "primatizados" que comprenden
secuencias de unién a antigeno del dominio variable derivadas de un primate no humano (por ejemplo, mono del Viejo
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Mundo, tal como babuino, macaco de la India o0 macaco cangrejero) y secuencias de region constante humanas
(patente de EE. UU. n.° 5.693.780).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region hipervariable
del receptor se reemplazan por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante),
tal como ratdn, rata, conejo o primate no humano, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los residuos de la regiéon marco (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los residuos
no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Se pueden realizar estas modificaciones para refinar
adicionalmente el funcionamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
la totalidad de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las
regiones hipervariables se corresponden con las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas
las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana, a excepcién de la(s) sustitucion(ones) de FR indicadas
anteriormente. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para més detalles, véanse Jones et
al., Nature 321 :522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol 2:593-
596 (1992).

Un "anticuerpo humano" en el presente documento es uno que comprende una estructura de secuencia de
aminoacidos que se corresponde con la estructura de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo obtenible a partir
de un linfocito B humano, e incluye fragmentos de unién a antigeno de anticuerpos humanos. Dichos anticuerpos se
pueden identificar o elaborar mediante una variedad de técnicas que incluyen, pero no se limitan a: la produccién por
animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que pueden, después de la inmunizacion, producir anticuerpos humanos
en ausencia de producciéon de inmunoglobulina endégena (véanse, por ejemplo, Jakobovits ef al., Proc. Natl Acad.
Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7:33
(1993); y las patentes de EE. UU. n.° 5.591.669, 5.589.369 y 5.545.807)); la seleccién de colecciones de presentacion
en fagos que expresan anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos humanos (véanse, por ejemplo, McCafferty
et al., Nature 348:552-553 (1990); Johnson et al., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993); Clackson et
al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Griffith et al., EMBO J. 12:725-734
(1993); las patentes de EE. UU. n.° 5.565.332 y 5.573.905); la generacion por medio de linfocitos B activados in vitro
(véanse las patentes de EE. UU. n.° 5.567.610 y 5.229.275); y el aislamiento de hibridomas que producen anticuerpos
humanos.

Un "anticuerpo multiespecifico" en el presente documento es un anticuerpo que tiene especificidades de unién por al
menos dos epitopos diferentes. Los anticuerpos multiespecificos ejemplares se pueden unir tanto a un R/BHE como
a un antigeno cerebral. Los anticuerpos multiespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa
o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')2). También se contemplan anticuerpos
genomanipulados con dos, tres o mas (por ejemplo, cuatro) sitios de unién a antigeno funcionales (véase, por ejemplo,
la solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2002/0004587 A1, Miller et al.). Los anticuerpos multiespecificos se pueden
preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Los anticuerpos del presente documento incluyen "variantes de secuencia de aminoacidos" con la union al antigeno o
la actividad bioldgica alterada. Los ejemplos de dichas alteraciones de aminoacidos incluyen anticuerpos con afinidad
potenciada por el antigeno (por ejemplo, anticuerpos de "afinidad madurada") y anticuerpos con la region Fc alterada,
si esta presente, por ejemplo, con citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) alteradas (aumentada o disminuida) (véanse, por ejemplo, el documento WO
00/42072, Presta, L. y el documento WO 99/51642, Iduosogie et al.); y/o una semivida serica aumentada y/o disminuida
(véase, por ejemplo, el documento WO 00/42072, Presta, L.).

Una "variante de afinidad modificada" tiene uno o mas residuos sustituidos en las regiones hipervariables o marco de
un anticuerpo original (por ejemplo, de un anticuerpo original quimérico, humanizado o humano) que alteran (aumentan
o reducen) la afinidad. En un modo de realizacion, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para desarrollo
adicional tendra(n) afinidad reducida por el R/IBHE de acuerdo con la presente invencion. Una manera conveniente de
generar dichas variantes de sustitucion usa la presentacion en fagos. En resumen, se mutan varios sitios de la region
hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) para generar todas las posibles sustituciones de aminoacido en cada sitio. Las
variantes de anticuerpo asi generadas se presentan de una forma monovalente a partir de particulas de fagos
filamentosos como fusiones con el producto del gen Il de M13 empaquetadas dentro de cada particula. Las variantes
presentadas en fagos se criban entonces por su actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién). Para identificar
los sitios de la regidn hipervariable candidatos para la modificacion, se puede realizar mutagénesis por barrido de
alanina para identificar los residuos de la region hipervariable que contribuyan significativamente a la unién a antigeno.
De forma alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y su diana. Dichos residuos de contacto y residuos
cercanos son candidatos para la sustitucion de acuerdo con las técnicas detalladas en el presente documento. Una
vez que se generan dichas variantes, el panel de variantes se somete a cribado y los anticuerpos con afinidad alterada



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733324713

se pueden seleccionar para un desarrollo adicional.

El anticuerpo del presente documento puede ser una "variante de glucosilacion" de tmodo que se altera cualquier
hidrato de carbono unido a la region Fc, si esta presente. Por ejemplo, se describen anticuerpos con una estructura
glucidica madura que carece de fucosa fijada a una regién Fc del anticuerpo en la solicitud de patente de EE. UU. n.°
US 2003/0157108 (Presta, F.). Véase también el documento US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Se
referencian anticuerpos con una N-acetilglucosamina (GIcNAc) de biseccion en el hidrato de carbono fijado a una
region Fc del anticuerpo en el documento WO 2003/011878, Jean-Mairet et al. y la patente de EE. UU. n.° 6.602.684,
Umana et al. Se informa de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido fijado a una region
Fc del anticuerpo en el documento WO 1997/30087, Patel et al. Véanse también los documentos WO 1998/58964
(Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju, S.) referentes a anticuerpos con hidratos de carbono alterados fijados a la region
Fc de los mismos. Véase también el documento US 2005/0123546 (Umana et al.) que describe anticuerpos con
glucosilacién modificada. El término "region hipervariable", cuando se usa en el presente documento, se refiere a los
residuos de aminoacido de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La region hipervariable
comprende residuos de aminoacidos de una "region determinante de complementariedad" o "CDR" (por ejemplo, los
residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) del dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102
(H3) del dominio variable de cadena pesada; Kabat et al., Sequences of Polypeptides of Immunological Interest, 5.2
ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un "bucle
hipervariable" (por ejemplo, los residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) del dominio variable de cadena ligera y
26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) del dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-
917 (1987)). Los residuos "marco” o "FR" son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los residuos de la
region hipervariable, como se definen en el presente documento.

Un "anticuerpo de longitud completa" es uno que comprende una region variable de unién a antigeno, asi como un
dominio constante de cadena ligera (CL) y los dominios constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios
constantes pueden ser dominios constantes de secuencia natural (por ejemplo, dominios constantes de secuencia
nativa humana) o variantes de secuencia de aminoacidos de los mismos.

Un "anticuerpo desnudo” es un anticuerpo (como se define en el presente documento) que no esta conjugado a una
molécula heterdloga, tal como una entidad citotoxica, polimero o radiomarcador.

Las "funciones efectoras" del anticuerpo se refieren a las actividades bioldgicas atribuibles a la regién Fc (una regién
Fc de secuencia natural o una regién Fc de variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo. Los ejemplos de
funciones efectoras de anticuerpo incluyen la unién a C1q, la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la
unién al receptor de Fc, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), etc. En un modo de realizacion,
el anticuerpo del presente documento carece esencialmente de funcion efectora.

El término "citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)" se refiere a la lisis de células diana humanas por
un anticuerpo en presencia de células efectoras. El término "citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)" indica
un proceso iniciado por la unién del factor del complemento C1q a la parte Fc de la mayoria de las subclases de
anticuerpos IgG. La union de C1q a un anticuerpo esta causada por interacciones proteina-proteina definidas en el
denominado sitio de unién. Dichos sitios de union a la parte Fc son conocidos en el estado de la técnica. Dichos sitios
de union a la parte Fc se caracterizan, por ejemplo, por los aminodcidos L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322,
P331 y P329 (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). Los anticuerpos de la subclase 1gG1, IgG2 e 1IgG3
normalmente muestran activacion del complemento incluyendo la unién a C1q y C3, mientras que la IgG4 no activa el
sistema del complemento y no se une a C1q y/o C3.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos de
longitud completa se pueden asignar a diferentes "clases". Hay cinco clases principales de anticuerpos de longitud
completa: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varios de ellos se pueden dividir a su vez en “subclases” (isotipos), por ejemplo,
IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden con las diferentes
clases de anticuerpos se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Son bien conocidas las
estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas.
El término "anticuerpo recombinante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo quimérico, humanizado o humano o fragmento de unién a antigeno del mismo) que se expresa por una
célula huésped recombinante que comprende el acido nucleico que codifica el anticuerpo. Los ejemplos de "células
huésped" para producir anticuerpos recombinantes incluyen: (1) células de mamifero, por ejemplo, de ovario de
hamster chino (CHO), COS, células de mieloma (incluyendo células YO y NSO), de rifién de cria de hamster, células
HelLa y Vero (BHK); (2) células de insecto, por ejemplo, sf9, sf21 y Tn5; (3) células de plantas, por ejemplo, plantas
que pertenecen al género Nicotiana (por ejemplo, Nicotiana tabacum); (4) células de levadura, por ejemplo, las que
pertenecen al género Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) o al género Aspergillus (por ejemplo,
Aspergillus niger); (5) células bacterianas, por ejemplo, células de Escherichia coli o células de Bacillus subtilis, etc.

Como se usa en el presente documento, "se une especificamente” o "se une especificamente a" se refiere a un

anticuerpo que se une selectiva o preferentemente a un antigeno. La afinidad de unién se determina, en general,
usando un ensayo estandar, tal como analisis de Scatchard, o la técnica de resonancia de plasmén superficial (por
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ejemplo, usando BIACORE®).

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo" que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la union del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo competitivo en un 50 % o mas vy, a la inversa, el
anticuerpo de referencia bloquea la unién del anticuerpo a su antigeno en un ensayo competitivo en un 50 % o mas.

El término "agente citotoxico" como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o evita una
funcién celular y/o causa la muerte o destruccion celular. Los agentes citotdxicos incluyen, pero no se limitan a,
isétopos radiactivos (por ejemplo, At211, 11131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 y los isétopos
radiactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapicos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca
(vincristina, vinblastina, etopdsido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros agentes
intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas tales como enzimas
nucleoliticas; antibiodticos; toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente activas de
origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las mismas.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, en
las dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico o profilactico
deseado.

El término "region Fc" en el presente documento se usa para definir una region C-terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene al menos una parte de la region constante. La region Fc comprende los dominios CH2
y CH3 de una inmunoglobulina. El término incluye regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. En un
modo de realizacion, una region Fc de cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al
extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C-terminal (Lys447) de la region Fc puede estar
presente o no. A menos que se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracién de los residuos
de aminoacido en la region Fc o region constante es de acuerdo con el sistema de numeracion EU, también
denominado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

"Region marco" o "FR" se refiere a los residuos de dominio variable distintos de los residuos de la regién hipervariable
(HVR). La FR de un dominio variable consiste, en general, en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En
consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o VL): FR1-
H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

El término "entidad CH2-CH3 de Ig", como se usa en el presente documento, se refiere a una entidad proteica derivada
de los dominios de inmunoglobulina CH2 o CH3. La "entidad CH2-CH3 de Ig" comprende dos polipéptidos "CH2-CH3"
que forman un dimero. La inmunoglobulina puede ser IgG, IgA, IgD, IgE o IgM. En un modo de realizacion, la entidad
CH2-CH3 de Ig se derivaba de una inmunoglobulina IgG y se denomina en el presente documento "entidad CH2-CH3
de IgG". El término incluye la secuencia natural de los dominios CH2-CH3 y los dominios CH2-CH3 variantes. En un
modo de realizacion, la "entidad CH2-CH3 de Ig" se deriva del dominio CH2-CH3 de IgG de cadena pesada humana
que se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la
lisina C-terminal (Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique de otro modo en el
presente documento, la numeraciéon de los residuos de aminoacido en la regién del dominio CH2-CH3 o regién
constante es de acuerdo con el sistema de numeracion EU, también denominado indice EU, como se describe en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, 1991.

Un "conjugado” es una proteina de fusion de la presente invencién conjugada a una o mas moléculas heterélogas
incluyendo, pero no limitada a, un marcador, farmaco para trastorno neurolégico o agente citotéxico.

Un "conector" como se usa en el presente documento se refiere a un conector quimico o un conector peptidico
monocatenario que conecta covalentemente las diferentes entidades de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o
la proteina de fusion y/o el conjugado de la presente invencion. El conector conecta, por ejemplo, la entidad efectora
cerebral a la entidad de unidon monovalente. Por ejemplo, si la entidad de unién monovalente comprende una entidad
CH2-CH3 de Ig y un scFab dirigido al receptor de la barrera hematoencefalica, entonces el conector conecta el scFab
al extremo C-terminal de la entidad CH3-CH2 de Ig. El conector que conecta la entidad efectora cerebral a la entidad
de unién monovalente (primer conector) y el conector que conecta el scFab al extremo C-terminal del dominio CH2-
CH3 de Ig (segundo conector) puede ser el mismo o diferente.

También se pueden usar conectores peptidicos monocatenarios, compuestos de uno a veinte aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos. En determinados modos de realizacion, los aminoacidos se seleccionan de los veinte aminoacidos
naturales. En determinados de otros modos de realizacidn, uno o mas de los aminoacidos se seleccionan de glicina,
alanina, prolina, asparagina, glutamina y lisina. En otros modos de realizacion, el conector es un conector quimico. En
determinados modos de realizacion, dicho conector es un péptido monocatenario con una secuencia de aminoacidos
con una longitud de al menos 25 aminoacidos, preferentemente con una longitud de 32 a 50 aminoacidos. En un modo
de realizacion, dicho conector es (GxS)n, con G = glicina, S = serina, (x=3,n=8,9010,ym=0,1,203)o (x=4y
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n=6,7u8ym=0,1, 20 3), preferentemente conx=4,n=607ym=0, 1, 2 0 3, mas preferentemente con x = 4,
n=7ym=2. Enun modo de realizacion, dicho conector es (G4S)4 (SEQ ID. NO 17). En un modo de realizacion, dicho
conector es (G4S)sG2 (SEQ ID. NO 13).

La conjugacion se puede realizar usando una variedad de conectores quimicos. Por ejemplo, la entidad de union
monovalente o la proteina de fusién y la entidad efectora cerebral se pueden conjugare usando una variedad de
agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP),
4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como HCI de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bisazido (tales como bis-(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bisdiazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato
de tolueno) y compuestos de fluor bisactivos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). El conector puede ser un
"conector escindible" que facilita la liberacion de la entidad efectora después del suministro al cerebro. Por ejemplo,
se puede usar un conector labil en acido, un conector sensible a peptidasa, un conector fotolabil, un conector de
dimetilo o un conector que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); patente de EE. UU. n.°
5.208.020).

La conjugacién covalente puede ser directa o por medio de un conector. En determinados modos de realizacion, la
conjugacion directa es por construccion de una proteina de fusion (es decir, por fusion genética de los dos genes que
codifican la entidad de unidn monovalente hacia R/BHE y la entidad efectora y expresada como una unica proteina).
En determinados modos de realizacion, la conjugacion directa es por formacion de un enlace covalente entre un grupo
reactivo de una de las dos partes de la entidad de unién monovalente hacia R/BHE y un grupo correspondiente o
aceptor en la entidad efectora cerebral. En determinados modos de realizacién, la conjugacion directa es por
modificacién (es decir, modificacion genética) de una de las dos moléculas que se va a conjugar para incluir un grupo
reactivo (como ejemplos no limitantes, un grupo sulfhidrilo o un grupo carboxilo) que forma una unién covalente con
la otra molécula que se va a conjugar en las condiciones apropiadas. Como un ejemplo no limitante, una molécula (es
decir, un aminoacido) con un grupo reactivo deseado (es decir, un residuo de cisteina) se puede introducir en, por
ejemplo, la entidad de uniéon monovalente hacia el anticuerpo contra la R/BHE, y formar un enlace disulfuro con el
farmaco neurolégico. Los procedimientos para la conjugacion covalente de los acidos nucleicos a proteinas también
son conocidos en la técnica (es decir, fotorreticulacion, véase, por ejemplo, Zatsepin et al. Russ. Chem. Rev. 74:77-
95 (2005)) La conjugacion también se puede realizar usando una variedad de conectores. Por ejemplo, una entidad
de unién monovalente y una entidad efectora se pueden conjugar usando una variedad de agentes de acoplamiento
de proteinas Dbifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como HCI de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bisazido (tales como bis-(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bisdiazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato
de tolueno) y compuestos de fluor bisactivos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). También se pueden usar
conectores peptidicos, que comprenden de uno a veinte aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. En determinados
de dichos modos de realizacion, los aminoacidos se seleccionan de los veinte aminoacidos naturales. En determinados
de otros de dichos modos de realizacién, uno o mas de los aminoacidos se seleccionan de glicina, alanina, prolina,
asparagina, glutamina y lisina. El conector puede ser un "conector escindible" que facilita la liberacion de la entidad
efectora después del suministro al cerebro. Por ejemplo, se puede usar un conector labil en acido, un conector sensible
a peptidasa, un conector fotolabil, un conector de dimetilo o un conector que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer
Res. 52:127-131 (1992); patente de EE. UU. n.° 5.208.020).

Un "marcador" es un marcador acoplado con la proteina de fusién del presente documento y se usa para la deteccion
o la formacién de imagenes. Los ejemplos de dichos marcadores incluyen: un radiomarcador, un fluoréforo, un
cromoforo o una marca de afinidad. En un modo de realizacion, el marcador es un radiomarcador usado para la
formacion de imagenes médicas, por ejemplo, Tc99m o 1123, o un marcador de espin para la formacion de imagenes
de resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como formacion de imagenes por resonancia magnética,
IRM), tal como yodo-123 de nuevo, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio,
manganeso, hierro, etc. Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan, animales
domesticados (por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates
no humanos, tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinados modos de
realizacion, el individuo o sujeto es un ser humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su medio natural. En algunos modos de
realizacién, se purifica un anticuerpo a mas de un 95 % o 99 % de pureza, como se determina, por ejemplo, mediante
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo,
HPLC de intercambio i6nico o de fase inversa). Para una revision de los procedimientos para la valoracion de la pureza
de los anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases

comerciales de productos terapéuticos que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacion con el uso de dichos productos
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terapéuticos.

El término "formulacion farmacéutica” se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la actividad
bioldgica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene ningun componente adicional
que sea inaceptablemente toxico para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente de una formulacion farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no es toxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampoén, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo, tales como "tratar"
0 "que trata") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo que se trata,
y que se puede realizar para la profilaxis o bien durante la evolucién de una patologia clinica. Los efectos deseables
del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, la prevencién de la aparicion o recidiva de la enfermedad, el alivio de
los sintomas, la disminucion de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencion
de las metastasis, la reduccion de la tasa de progresion de la enfermedad, la mejora o atenuacion del estado patolégico
y la remision o el pronéstico mejorado. En algunos modos de realizacion, se usan los anticuerpos de la invencion para
retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresién de una enfermedad.

Composiciones y procedimientos

Los procedimientos y articulos de fabricacion de la presente divulgacién usan, o incorporan, una lanzadera de barrera
hematoencefalica y/o una proteina de fusion que se une a un R/BHE. El antigeno de R/BHE que se va a usar para la
produccién o el cribado de una entidad de unién monovalente puede ser, por ejemplo, una forma soluble o una parte
de la misma (por ejemplo, el dominio extracelular), que contiene el epitopo deseado. De forma alternativa, o
adicionalmente, las células que expresan R/BHE en su superficie celular se pueden usar para generar, o cribar, la
entidad de unién monovalente. Otras formas de R/BHE Utiles para generar la entidad de unién monovalente seran
evidentes para los expertos en la técnica. Los ejemplos de R/BHE en el presente documento incluyen el receptor de
transferrina (TfR), el receptor de insulina, el receptor del factor de crecimiento insulinico (IGF-R), la proteina 1
relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP1) y LRP8, y el factor de crecimiento de tipo factor
de crecimiento epidérmico de union a heparina (HB-EGF).

De acuerdo con la presente invencion, una entidad "de unién monovalente" contra TfR se selecciona en base a los
datos del presente documento que demuestran que dicha entidad de unidon monovalente presenta una captacién
mejorada en el SNC (por ejemplo, en el cerebro). Para identificar dicha entidad de unién, estan disponibles diversos
ensayos para medir el modo de unidon monovalente incluyendo, sin limitacion: ensayo de Scatchard y técnica de
resonancia de plasmoén superficial (por ejemplo, usando BIACORE®) e investigaciones in vivo descritas en el presente
documento.

La divulgacion proporciona un procedimiento para elaborar una entidad de unién monovalente util para transportar una
entidad efectora cerebral tal como, por ejemplo, un farmaco para trastornos neuroldgicos, a través de la barrera
hematoencefalica, que comprende seleccionar una entidad de unién monovalente de un panel de restos de unién
monovalente contra un R/BHE porque tiene un modo de unidén monovalente para el R/BHE. El modo de unién
monovalente garantiza un cruce eficaz de la BHE para determinados R/BHE al no interferir con la clasificacion
intracelular normal de los receptores.

Para un trastorno neuropatico, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que es un analgésico, incluyendo, pero
no limitado a, un analgésico opiaceo/opioide (es decir, morfina, fentanilo, hidrocodona, petidina, metadona,
oximorfona, pentazocina, propoxifeno, tramadol, codeina y oxicodona), un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) (es decir, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, diflunisal, etodolaco, fenoprofeno, flurbiprofeno, indometacina,
ketorolaco, acido mefenamico, meloxicam, nabumetona, oxaprozina, piroxicam, sulindaco y tolmetina), un
corticoesteroide (es decir, cortisona, prednisona, prednisolona, dexametasona, metilprednisolona y triamcinolona), un
agente antimigrafoso (es decir, sumatriptina, almotriptan, frovatriptan, sumatriptan, rizatriptan, eletriptan, zolmitriptan,
dihidroergotamina, eletriptan y ergotamina), paracetamol, un salicilato (es decir, acido acetilsalicilico, salicilato de
colina, salicilato de magnesio, diflunisal y salsalato), un anticonvulsivo (es decir, carbamazepina, clonazepam,
gabapentina, lamotrigina, pregabalina, tiagabina y topiramato), un anestésico (es decir, isoflurano, tricloroetileno,
halotano, sevoflurano, benzocaina, cloroprocaina, cocaina, ciclometicaina, dimetocaina, propoxicaina, procaina,
novocaina, proparacaina, tetracaina, articaina, bupivacaina, carticaina, cincocaina, etidocaina, levobupivacaina,
lidocaina, mepivacaina, piperocaina, prilocaina, ropivacaina, trimecaina, saxitoxina y tetrodotoxina), y un inhibidor de
cox-2 (es decir, celecoxib, rofecoxib y valdecoxib). Para un trastorno neuropatico con afectacion por vértigo, se puede
seleccionar un farmaco neurolégico que es un agente antivertiginoso, incluyendo, pero no limitado a, meclizina,
difenhidramina, prometazina y diazepam. Para un trastorno neuropatico con afectacion por nauseas, se puede
seleccionar un farmaco neurolégico que es un agente antiemético, incluyendo, pero no limitado a, prometazina,
clorpromazina, proclorperazina, trimetobenzamida y metoclopramida. Para una enfermedad neurodegenerativa, se
puede seleccionar un farmaco neuroldgico que es una hormona del crecimiento o factor neurotréfico; los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), factor de crecimiento nervioso (NGF),
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neurotrofina-4/5, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2 y otros FGF, neurotrofina (NT)-3, eritropoyetina (EPO),
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
transformante (TGF)-alfa, TGF-beta, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), antagonista del receptor de
interleucina-1 (IL-1ra), factor neurotroéfico ciliar (CNTF), factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), neurturina,
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), heregulina, neuregulina, artemina, persefina, interleucinas, factor
neurotrofico derivado de la linea celular glial (GFR), factor estimulante de colonias de granulocitos (CSF), CSF de
granulocitos y macréfagos, netrinas, cardiotrofina-1, factores hedgehog, factor inhibidor de leucemia (LIF), midquina,
pleiotrofina, proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), netrinas, saposinas, semaforinas y factor de células madre (SCF).
Para el cancer, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que es un agente quimioterapico. Los ejemplos de
agentes quimioterapicos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN®); sulfonatos
de alquilo tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa y uredopa; etileniminas y metiimelaminas incluyendo altretamina, trietilenomelamina,
trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida y trimetilolmelamina; acetogeninas (en especial, bulatacina y
bulatacinona); delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colquicinas; acido
betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico;
tenipdsidos; criptoficinas (en especial, criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo sus
analogos sintéticos, KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas
nitrogenadas tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimustina; antibiéticos
tales como los antibidticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, en especial, caliqueamicina gamma Il y
caliqueamicina omega Il (véase, por ejemplo, Angew, Chem Intl. Ed. Engl.,33:183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo
dinemicina A; una esperamicina; asi como croméforo de neocarzinostatina y croméforos antibidticos de cromoproteina
enediina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azerasina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolinodoxorubicina, cianomorfolinodoxorubicina, 2-pirrolinodoxorubicina
y desoxidoxorrubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; antimetabolitos tales como metotrexato
y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina;
andrégenos tales como calusterona, propionato de dromoestanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona;
antisuprarrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; refuerzo de acido fdlico tal como acido frolinico;
aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno;
edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de
galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidracida; procarbazina;
complejo de polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio;
acido tenuazonico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (en especial, toxina T-2, verracurina A, roridina
A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.), formulacién de paclitaxel en nanoparticulas genomanipuladas con albumina libres
de Cremophor ABRAXANE™ (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois) y doxetaxel TAXOTERE®
(Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etoposido (VP-
16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®);
novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales, &cidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores, asi como combinaciones de dos o mas de
los anteriores tales como CHOP, abreviatura de un tratamiento combinado de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina
y prednisolona, y FOLFOX, abreviatura de un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con
5-FU y leucovovina.

También se incluyen en esta definicion de agentes quimioterapicos los agentes antihormonales que actuan para
regular, reducir, bloquear o inhibir los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento del cancer, y que
estan a menudo en forma de tratamiento sistémico o de todo el cuerpo. Pueden ser las propias hormonas. Los
ejemplos incluyen antiestrégenos y moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM), incluyendo, por
ejemplo, tamoxifeno (incluyendo tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, queoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno FARESTON®; antiprogesteronas; reguladores por
disminucion del receptor de estrogenos (ERD); agentes que funcionan inhibiendo o desactivando los ovarios, por
ejemplo, agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) tales como acetato de leuprolida
UPRON® y ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de buserelina y tripterelina; otros antiandrégenos tales como
flutamida, nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la
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produccion de estrogenos en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-midazoles, aminoglutetimida,
acetato de megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIL®, formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol
FEMARA® y anastrozol ARIMIDEX®. Ademas, dicha definicion de agentes quimioterapicos incluye bisfosfonatos tales
como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-58095, 4&cido
zoledrénico/zoledronato ZOMETA®, alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID® o
risedronato ACTONEL®; asi como troxacitabina (un analogo de 1,3-dioxolano nucleosidico de citosina);
oligonucledtidos antisentido, en particular los que inhiben la expresién de genes en las vias de sefializacion implicadas
en la proliferacion celular anémala, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R); vacunas tales como vacuna THERATOPE® y vacunas de tratamiento génico, por ejemplo,
vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1 LURTOTECAN®;
rmRH ABARELIX®; ditosilato de lapatinib (un inhibidor dual de molécula pequefia de las tirosina cinasas ErbB-2 y
EGFR, también conocido como GW572016); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera
de los anteriores.

Otro grupo de compuestos que se pueden seleccionar como farmacos neurolégicos para el tratamiento o la prevencion
del cancer son las inmunoglobulinas antineoplasicas (incluyendo, pero no limitado a, trastuzumab, bevacizumab,
alemtuxumab, cetuximab, gemtuzumab-ozogamicina, ibritumomab-tiuxetan, panitumumab vy rituximab). En algunos
casos, los anticuerpos junto con un marcador téxico se pueden usar para dirigirse a y destruir las células deseadas
(es decir, las células cancerosas), incluyendo, pero no limitado, tositumomab con un radiomarcador.

Para una enfermedad o trastorno ocular, se puede seleccionar un farmaco neuroldgico que sea un agente oftalmico
antiangiogénico (es decir, bevacizumab, ranibizumab y pegaptanib), un agente de glaucoma oftalmico (es decir,
carbacol, epinefrina, bromuro de demecario, apraclonidina, brimonidina, brinzolamida, levobunolol, timolol, betaxolol,
dorzolamida, bimatoprost, carteolol, metipranolol, dipivefrina, travoprost y latanoprost), un inhibidor de la anhidrasa
carbonica (es decir metazolamida y acetazolamida), un antihistaminico oftalmico (es decir, nafazolina, fenilefrina y
tetrahidrozolina), un lubricante ocular, un esteroide oftalmico (es decir, fluorometolona, prednisolona, loteprednol,
dexametasona, difluprednato, rimexolona, fluocinolona, medrisona y triamcinolona), un anestésico oftalmico (es decir
lidocaina, proparacaina y tetracaina), un antiinfeccioso oftalmico (es decir, levofloxacino, gatifloxacino, ciprofloxacino,
moxifoxacino, cloranfenicol, bacitracina/polimixina B, sulfacetamida, tobramicina, azitromicina, besifloxacino,
norfloxacino, sulfisoxazol, gentamicina, idoxuridina, eritromicina, natamicina, gramicidina, neomicina, ofloxacino,
trifuridina, ganciclovir, vidarabina), un agente antiinflamatorio oftalmico (es decir, nepafenaco, ketorolaco, flurbiprofeno,
suprofeno, ciclosporina, triamcinolona, diclofenaco y bromfenaco), y un antihistaminico o descongestivo oftalmico (es
decir, ketotifeno, olopatadina, epinastina, nafazolina, cromolina, tetrahidrozolina, pemirolast, bepotastina, nafazolina,
fenilefrina, nedocromilo, lodoxamida, fenilefrina, emedastina y azelastina). Para un trastorno convulsivo, se puede
seleccionar un farmaco neurolégico que sea un anticonvulsivo o antiepiléptico, incluyendo, pero no limitado a,
anticonvulsivos de barbitdricos (es decir, primidona, metarbital, mefobarbital, alobarbital, amobarbital, aprobarbital,
alfenal, barbital, bralobarbital y fenobarbital), anticonvulsivos de benzodiazepina (es decir, diazepam, clonazepam y
lorazepam), anticonvulsivos de carbamato es decir, felbamato), anticonvulsivos inhibidores de anhidrasa carbdnica
(es decir, acetazolamida, topiramato y zonisamida), anticonvulsivos de dibenzazepina (es decir rufinamida,
carbamazepina y oxcarbazepina), anticonvulsivos derivados de acidos grasos (es decir, divalproex y acido valproico),
analogos del acido gamma-aminobutirico (es decir, pregabalina, gabapentina y vigabatrina), inhibidores de la
recaptacion del acido gamma-aminobutirico (es decir, tiagabina), inhibidores de la transaminasa del acido gamma-
aminobutirico (es decir, vigatrabina), anticonvulsivos de hidantoina (es decir, fenitoina, etotoina, fosfenitoina y
mefenitoina), anticonvulsivos variados (es decir, lacosamida y sulfato de magnesio), progestinas (es decir,
progesterona), anticonvulsivos de oxazolidindiona (es decir, parametadiona y trimetadiona), anticonvulsivos de
pirrolidina (es decir, levetiracetam), anticonvulsivos de succinimida (por ejemplo, etosuximida y metosuximida),
anticonvulsivos de triazina (es decir, lamotrigina) y anticonvulsivos de urea (es decir, fenacemida y feneturida).

Para una enfermedad de almacenamiento lisosémico, se puede seleccionar un farmaco neuroldgico que es en si
mismo o imita de otro modo la actividad de la enzima que esta alterada en la enfermedad. Los ejemplos de enzimas
recombinantes para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico incluyen, pero no se limitan a, los
expuestos en, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2005/0142141 (es decir, alfa-L-
iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa, N-sulfatasa, alfa-N-acetilglucosaminidasa, N-acetilgalactosamino-6-sulfatasa,
beta-galactosidasa, arilsulfatasa B, beta-glucuronidasa, alfa-glucosidasa acida, glucocerebrosidasa, alfa-
galactosidasa A, hexosaminidasa A, esfingomielinasa acida, beta-galactocerebrosidasa, beta-galactosidasa,
arilsulfatasa A, ceramidasa acida, aspartoacilasa, palmitoilproteina tioesterasa 1 y tripeptidilamino peptidasa 1).

Para la amiloidosis, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que incluya, pero no se limite a, un anticuerpo u otra
molécula de unién (incluyendo, pero no limitado a, una molécula pequefa, un péptido, un aptamero u otro producto
de unién a proteina) que se une especificamente a una diana seleccionada de: beta-secretasa, tau, presenilina,
proteina precursora de amiloide o partes de la misma, péptido beta-amiloide u oligémeros o fibrillas del mismo, receptor
de muerte 6 (DR®6), receptor para productos finales de glucacién avanzada (RAGE), parkina y huntingtina; un inhibidor
de la colinesterasa (es decir, galantamina, donepezilo, rivastigmina y tacrina); un antagonista del receptor de NMDA
(es decir, memantina), un producto que disminuye las monoaminas (es decir, tetrabenazina); un mesilato ergoloide;
un agente de antiparkinsonismo anticolinérgico (es decir, prociclidina, difenhidramina, trihexilfenidilo, benzatropina,
biperideno y trihexifenidilo); un agente de antiparkinsonismo dopaminérgico (es decir, entacapona, selegilina,
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pramipexol, bromocriptina, rotigotina, selegilina, ropinirol, rasagilina, apomorfina, carbidopa, levodopa, pergolida,
tolcapona y amantadina); una tetrabenazina; un antiinflamatorio (incluyendo, pero no limitado a, un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (es decir, indometicina y otros compuestos enumerados anteriormente); una hormona
(es decir, estrégeno, progesterona y leuprolida); una vitamina (es decir, folato y nicotinamida) ; una dimebolina; una
homotaurina (es decir, acido 3-aminopropanosulfénico; 3-APS); un modulador de la actividad de los receptores de la
serotonina (es decir, xaliprodeno); un interferén y un glucocorticoide.

Para una enfermedad virica o microbiana, se puede seleccionar un farmaco neuroldgico que incluya, pero no se limite
a, un compuesto antivirico (incluyendo, pero no limitado a, un antivirico de adamantano (es decir, rimantadina y
amantadina), un interferon antivirico (es decir, peginterferén alfa-2b), un antagonista de los receptores de quimiocina
(es decir, maraviroc), un inhibidor de la transferencia de cadenas de integrasa (es decir, raltegravir), un inhibidor de la
neuraminidasa (es decir, oseltamivir y zanamivir), un inhibidor no nucleosidico de la retrotranscriptasa (es decir,
efavirenz, etravirina, delavirdina y nevirapina), inhibidores nucleosidicos de la retrotranscriptasa (tenofovir, abacavir,
lamivudina, zidovudina, estavudina, entecavir, emtricitabina, adefovir, zalcitabina, telbivudina y didanosina), un
inhibidor de la proteasa (es decir, darunavir, atanazavir, fosemprenavir, tipranavir, ritonavir, nelfmavir, amprenauvir,
indinavir y saquinavir), un nucledsido purinico (es decir, valaciclovir, famciclovir, aciclovir, ribavirina, ganciclovir,
valganciclovir y cidofovir) y un antivirico variado (es decir, enfuvirtida, foscarnet, palivizumab y fomivirsén)), un
antibidtico (incluyendo, pero no limitado a, aminopenicilina (es decir, amoxicilina, ampicilina, nafcilina, cloxacilina,
dicloxacilina, flucoxacilina, temocilina, azlocilina, carbenicilina, ticarcilina, mezlocilina, piperacilina y bacampicilina),
una cefalosporina, (es decir, cefazolina, cefalexina, cefalotina, cefamandol, ceftriaxona, cefotaxima, cefpodoxima,
ceftazidina, cefadroxilo, cefradina, loracarbef, cefotetan, cefuroxima, cefprozilo, cefaclor y cefoxitina), un
carbapenémico/penémico (es decir, imipenem, meropenem, ertapenem, faropenem y doripenem), un monobactamico
(es decir, aztreonam, tigemonam, norcardicina A y tabtoxinina-betalactamico), un inhibidor de la betalactamasa (es
decir, acido clavulanico, tazobactam y sulbactam) junto con otro antibiético betalactamico, un aminoglucésido (es decir,
amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina y paromomicina), una
ansamicina (es decir, geldanamicina y herbimicina), un carbacefémico (es decir, loracarbef), un glucopéptido (es decir,
teicoplanina y vancomicina), un macrélido (es decir, azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina,
roxitromicina, troleandomicina, telitromicina y espectinomicina), un monobactamico (es decir, azetreonam), una
quinolona (es decir, ciprofloxacino, enoxacino, gatifloxacino, levofloxacino, lomefloxacino, moxifloxacino, norfloxacino,
ofloxacino, trovafloxacino, grepafloxacino, esparfloxacino y temafloxacino), una sulfonamida (es decir, mafenamida,
sulfonamidocrisoidina, sulfacetamida, sulfadiazina, sulfametizol, sulfanilamida, sulfasalazina, trimetoprima,
trimetoprima y sulfametoxazol), una tetraciclina (es decir, tetraciclina, demeclociclina, doxiciclina, minociclina y
oxitetraciclina), un antibidtico antineoplasico o citotéxico (es decir, doxorubicina, mitoxantrona, bleomicina,
daunorubicina, dactinomicina, epirubicina, idarubicina, plicamicina, mitomicina, pentostatina y valrubicina) y un
compuesto antibacteriano variado (es decir, bacitracina, colistina y polimixina B)), un antifingico (es decir,
metronidazol, nitazoxanida, imidazol, cloroquina, yodoquinol y paromomicina) y un antiparasitario (incluyendo, pero no
limitado a, quinina, cloroquina, amodiaquina, pirimetamina, sulfadoxina, proguanil, mefloquina, atovacuona,
primaquina, artemesinina, halofantrina, doxiciclina, clindamicina, mebendazol, pamoato de pirantel, tiabendazol,
dietilcarbamazina, ivermectina, rifampina, anfotericina B, melarsoprol, efornitina y albendazol). Para la isquemia, se
puede seleccionar un farmaco neuroldgico que incluye, pero no se limita a, un trombolitico (es decir, urocinasa,
alteplasa, reteplasa y tenecteplasa), un inhibidor de la agregacion de las plaquetas (es decir, acido acetilsalicilico,
cilostazol, clopidogrel, prasugrel y dipiridamol), una estatina (es decir, lovastatina, pravastatina, fluvastatina,
rosuvastatina, atorvastatina, simvastatina, cerivastatina y pitavastatina) y un compuesto para mejorar el flujo
sanguineo o la flexibilidad vascular, incluyendo, por ejemplo, medicamentos para la tensién arterial.

Para un trastorno del comportamiento, se puede seleccionar un farmaco neurolégico de un compuesto modificador del
comportamiento incluyendo, pero no limitado a, un antipsicético atipico (es decir, risperidona, olanzapina, apripiprazol,
quetiapina, paliperidona, asenapina, clozapina, iloperidona y ziprasidona), un antipsicético de fenotiazina (es decir,
proclorperazina, clorpromazina, flufenazina, perfenazina, trifluoperazina, tioridazina y mesoridazina), un tioxanteno (es
decir, tiotixeno), un antipsicético variado (es decir, pimozida, litio, molindona, haloperidol y loxapina), un inhibidor
selectivo de la recaptaciéon de serotonina (es decir, citalopram, escitalopram, paroxetina, fluoxetina y sertralina), un
inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (es decir, duloxetina, venlafaxina, desvenlafaxina, un
antidepresivo friciclico (es decir, doxepina, clomipramina, amoxapina, nortriptilina, amitriptilina, trimipramina,
imipramina, protriptilina y desipramina), un antidepresivo tetraciclico (es decir, mirtazapina y maprotilina), un
antidepresivo de fenilpiperazina (es decir, trazodona y nefazodona), un inhibidor de la monoaminooxidasa (es decir,
isocarboxazida, fenelzina, selegilina y tranilcipromina), una benzodiazepina (es decir, alprazolam, estazolam,
flurazeptam, clonazepam, lorazepam y diazepam), un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (es decir,
bupropion), un estimulante del SNC (es decir, fentermina, dietilpropidn, metanfetamina, dextroanfetamina, anfetamina,
metilfenidato, dexmetilfenidato, lisdexanfetamina, modafmilo, pemolina, fendimetrazina, benzofetamina,
fendimetrazina, armodafmilo, dietilpropion, cafeina, atomoxetina, doxapram y magzindol), un
ansiolitico/sedante/hipnético (incluyendo, pero no limitado a, un barbiturico (es decir, secobarbital, fenobarbital y
mefobarbital), una benzodiazepina (como se describe anteriormente) y un ansiolitico/sedante/hipnético variado (es
decir, difenhidramina, oxibato de sodio, zaleplon, hidroxizina, hidrato de cloral, aolpidem, buspirona, doxepina,
eszopiclona, rameltedn, meprobamato y etclorvinol)), una secretina (véase, por ejemplo, Ratliff-Schaub et al. Autism
9: 256-265 (2005)), un péptido opioide (véase, por ejemplo, Cowen et al., J. Neurochem. 89:273-285 (2004)) y un
neuropéptido (véase, por ejemplo, Hethwa et al. Am. J. Physiol. 289: E301-305 (2005)).
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Para la inflamacion del SNC, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que aborda la inflamacion en si misma (es
decir, un agente antiinflamatorio no esteroideo tal como ibuprofeno o naproxeno), o uno que trata la causa subyacente
de la inflamacion (es decir, un agente antivirico o antineoplasico).

En otro modo de realizacion, la entidad efectora cerebral es un anticuerpo inalterado o de longitud completa.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
inalterados se pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de anticuerpos inalterados: IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de ellas se pueden dividir, ademas, en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases
de anticuerpos se llaman a, 9, €, y y M, respectivamente. Son bien conocidas las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas. En un modo de realizacion, el
anticuerpo inalterado carece de funcion efectora.

Las técnicas para la generacion de anticuerpos son conocidas y se proporcionan ejemplos anteriormente en la seccion
de definiciones de este documento. En un modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humanizado
o humano o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

Estan disponibles diversas técnicas para determinar la unién de la entidad de unién monovalente al R/BHE. Uno de
dichos ensayos es un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) para confirmar la capacidad de unirse a R/BHE
humano (y antigeno cerebral). De acuerdo con este ensayo, se incuban placas recubiertas con antigeno (por ejemplo,
R/BHE recombinante) con una muestra que comprende la entidad de union monovalente hacia el R/BHE y se
determina la union de la entidad de unién monovalente al antigeno de interés.

En un aspecto, se somete a prueba la entidad de unién monovalente de la invencion para determinar su actividad de
unién a antigeno, por ejemplo, mediante procedimientos conocidos, tales como ELISA, inmunoelectrotransferencia,
etc.

En un aspecto, se somete a prueba la entidad de unidon monovalente de la invencion para determinar su actividad de
unién a antigeno unico hacia un R/BHE usando la cartografia de epitopos de la determinacion de la estructura de
rayos X.

Los ensayos para evaluar la captacion de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado administrado
sistémicamente y otra actividad bioldgica de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado se pueden
realizar como se divulga en los ejemplos o como se conoce para la lanzadera de barrera hematoenceféalica y/o
conjugado de interés. Se puede usar también la medicion de la concentracion dentro del espacio del parénquima del
SNC usando, por ejemplo, microdialisis o el procedimiento de disminucién capilar combinado con ELISA o mediciones
de radioactividad de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado marcados.

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado usadas de acuerdo con la
presente invencion se preparan para almacenamiento mezclando con vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicion, Osol, A., (ed.) (1980)),
en forma de formulaciones liofilizadas o de soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables
no son toxicos para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales
como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes
(tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metilparabeno o propilparabeno; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos,
disacaridos y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
azUcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina) y/o tensioactivos no idnicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

La formulacién del presente documento también puede contener mas de un compuesto activo segun sea necesario,
opcionalmente aquellos que tienen actividades complementarias que no se afectan de manera adversa entre si. El
tipo y las cantidades eficaces de dichos medicamentos dependen, por ejemplo, de la cantidad de lanzadera de barrera
hematoencefalica y/o conjugado presente en la formulacion y de los parametros clinicos de los sujetos. A continuacion,
se analizan ejemplos de dichos medicamentos.

Los ingredientes activos también se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de

coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos coloidales (por
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ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16.2 edicién, Osol, A. (ed.)
(1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices
de liberacion mantenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (patente de EE. UU. n.° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y y-L-glutamato de etilo,
copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, copolimeros de 4cido lactico-acido glicélico degradables tales
como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicdlico y
acetato de leuprolida) y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente
por filtracién a través de membranas de filtracion estériles. En un modo de realizacion, la formulacion es isotonica.

La lanzadera de barrera hematoencefalica y/o el conjugado de la invencidon se pueden utilizar en una variedad de
procedimientos in vivo. Por ejemplo, la divulgacion proporciona un procedimiento para transportar un compuesto
terapéutico a través de la BHE que comprende exponer la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o el conjugado a
la BHE, de modo que la entidad de unidon monovalente transporta el compuesto terapéutico acoplado a la misma a
través de la BHE. En otro ejemplo, la divulgacion proporciona un procedimiento para transportar un farmaco para
trastornos neuroldgicos a través de la BHE que comprende exponer la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o
conjugado a la BHE, de modo que la entidad de uniéon monovalente transporta el farmaco para trastornos neuroldgicos
acoplado a la misma a través de la BHE. En un modo de realizacion, la BHE en esta ocasion esta en un mamifero (por
ejemplo, un ser humano), por ejemplo, uno que tiene un trastorno neuroldgico, incluyendo, sin limitacion: enfermedad
de Alzheimer (EA), apoplejia, demencia, distrofia muscular (DM), esclerosis multiple (EM), esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), fibrosis quistica, sindrome de Angelman, sindrome de Liddle, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick,
enfermedad de Paget, cancer, lesion cerebral traumatica, etc.

En un modo de realizacién, el trastorno neuroldgico se selecciona de: una neuropatia, amiloidosis, cancer (por ejemplo,
que afecta al SNC o al cerebro), una enfermedad o trastorno ocular, una infeccién virica o microbiana, inflamacién (por
ejemplo, del SNC o el cerebro), isquemia, enfermedad neurodegenerativa, convulsiones, trastornos del
comportamiento, enfermedad de almacenamiento lisosémico, etc.

Los trastornos neuropaticos son enfermedades o anormalidades del sistema nervioso que se caracterizan por sefiales
nerviosas inapropiadas o no controladas o falta de ellas, e incluyen, pero no se limitan a, dolor crénico (incluyendo
dolor nociceptivo), dolor causado por una lesion en tejidos corporales, incluyendo dolor relacionado con el cancer,
dolor neuropatico (dolor causado por anormalidades en los nervios, la médula espinal o el cerebro) y dolor psicégeno
(en su totalidad o en su mayoria relacionado con un trastorno psicolégico), cefalea, migrafia, neuropatia, y sintomas y
sindromes que a menudo acompafian a dichos trastornos neuropaticos tales como vértigo o nduseas.

Las amiloidosis son un grupo de enfermedades y trastornos asociados a los depésitos proteicos extracelulares en el
SNC, incluyendo, pero no limitado a, amiloidosis secundaria, amiloidosis senil, enfermedad de Alzheimer (EA),
deterioro cognitivo leve (DCL), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosis (tipo holandés); el complejo Guam de parkinsonismo-demencia, angiopatia amiloide cerebral,
enfermedad de Huntington, paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, encefalopatia espongiforme transmisible, demencia relacionada con el VIH, esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), miositis con cuerpos de inclusion (MCI) y las enfermedades oculares relacionadas con el
depdsito de beta-amiloide (es decir, degeneracion macular, neuropatia 6ptica relacionada con drusas y cataratas).

Los canceres del SNC se caracterizan por la proliferacién anémala de una o mas células del SNC (es decir, una célula
neural) e incluyen, pero no se limitan, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, astrocitoma, neuroma acustico,
condroma, oligodendroglioma, meduloblastomas, ganglioglioma, schwannoma, neurofiboroma, neuroblastoma y
tumores extradural, intramedular o intradural.

Las infecciones viricas o microbianas del SNC incluyen, pero no se limitan a, infecciones por virus (es decir, gripe,
VIH, virus de la polio, rubéola), bacterias (es decir, Neisseria sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Proteus sp.,
E. coli, S. aureus, Pneumococcus sp., Meningococcus sp., Haemophilus sp. y Mycobacterium tuberculosis) y otros
microorganismos tales como hongos (es decir, levaduras, Cryptococcus neoformans), parasitos (es decir, Toxoplasma
gondii) o amebas que dan como resultado fisiopatologias del SNC incluyendo, pero no limitado a, meningitis,
encefalitis, mielitis, vasculitis y absceso, que pueden ser agudas o crénicas. La inflamacion del SNC es la inflamacion
que se produce por una lesion en el SNC, que puede ser una lesion fisica (es decir, debida a un accidente, cirugia,
traumatismo cerebral, lesidon de la médula espinal, conmocién cerebral) o una lesién debida a o en relacién con una o
mas de otras enfermedades o trastornos del SNC (es decir, absceso, cancer, infeccidn virica o microbiana).

La isquemia del SNC, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de trastornos relacionados con el
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flujo de sangre o comportamiento vascular anémalo en el cerebro o a las causas de los mismos, e incluye, pero no se
limita: isquemia cerebral focal, isquemia cerebral global, apoplejia (es decir, hemorragia subaracnoidea y hemorragia
intracerebral) y aneurisma.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la pérdida de funcion
o muerte de células neuronales en el SNC, e incluyen, pero no se limitan a: adrenoleucodistrofia, enfermedad de
Alexander, enfermedad de Alper, esclerosis lateral amiotrofica, ataxia telangiectasia, enfermedad de Batten, sindrome
de Cockayne, degeneracion corticobasal, degeneracion causada por o asociada a una amiloidosis, ataxia de
Friedreich, degeneracion lobar frontotemporal, enfermedad de Kennedy, atrofia de multiples sistemas, esclerosis
multiple, esclerosis lateral primaria, paralisis supranuclear progresiva, atrofia muscular espinal, mielitis transversa,
enfermedad de Refsum y ataxia espinocerebelosa.

Las enfermedades y trastornos de convulsiones del SNC implican una conduccion eléctrica inapropiada y/o andmala
en el SNC, e incluyen, pero no se limitan a: epilepsia (es decir, crisis de ausencia, convulsiones atonicas, epilepsia
rolandica benigna, ausencia de la nifiez, convulsiones clonicas, convulsiones parciales complejas, epilepsia del I6bulo
frontal, convulsiones febriles, espasmos infantiles, epilepsia mioclénica juvenil, epilepsia de ausencia juvenil, sindrome
de Lennox-Gastaut, sindrome de Landau-Kleffner, sindrome de Dravet, sindrome Otahara, sindrome de West,
convulsiones mioclénicas, trastornos mitocondriales, epilepsias mioclénicas progresivas, convulsiones psicogenas,
epilepsia refleja, sindrome de Rasmussen, convulsiones parciales simples, convulsiones generalizadas secundarias,
epilepsia del l6bulo temporal, convulsiones tonicldnicas, convulsiones ténicas, convulsiones psicomotoras, epilepsia
limbica, convulsiones de inicio parcial, convulsiones de inicio generalizado, estado epiléptico, epilepsia abdominal,
convulsiones acinéticas, convulsiones autonémicas, mioclonia bilateral masiva, epilepsia catamenial, convulsiones de
gota, convulsiones emocionales, convulsiones focales, convulsiones gelasticas, marcha jacksoniana, enfermedad de
Lafora, convulsiones motoras, convulsiones multifocales, convulsiones nocturnas, convulsiones fotosensibles, pseudo-
convulsiones, convulsiones sensoriales, convulsiones sutiles, convulsiones de Sylvan, convulsiones por abstinencia y
convulsiones reflejas visuales).

Los trastornos del comportamiento son trastornos del SNC caracterizados por un comportamiento anémalo por parte
del sujeto afligido e incluyen, pero no se limitan a: trastornos del suefio (es decir, insomnio, sonambulismo, terrores
nocturnos, trastornos del suefo del ritmo circadiano y narcolepsia), trastornos del estado de animo (es decir, depresion,
depresion suicida, ansiedad, trastornos afectivos crénicos, fobias, ataques de panico, trastorno obsesivo-compulsivo,
trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH), trastorno por déficit de atencion (TDA), sindrome de fatiga
cronica, agorafobia, trastorno de estrés postraumatico, trastorno bipolar), trastornos alimentarios (es decir, anorexia o
bulimia), psicosis, trastornos de comportamiento del desarrollo (es decir, autismo, sindrome de Rett, sindrome de
Aspberger), trastornos de la personalidad y trastornos psicéticos (es decir, esquizofrenia, trastorno delirante y
similares).

Las enfermedades de almacenamiento lisosémico son trastornos metabdlicos que, en algunos casos, estan asociados
al SNC o tienen sintomas especificos del SNC; dichos trastornos incluyen, pero no se limitan a: enfermedad de Tay-
Sachs, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry, mucopolisacaridosis (tipos I, 11, lll, IV, V, VI y VII), enfermedad
de almacenamiento de glucégeno, gangliosidosis GM1, leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Farber,
leucodistrofia de Canavan y lipofuscinosis ceroide neuronal tipo 1y 2, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de
Pompe y enfermedad de Krabbe.

En un aspecto, se proporciona la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencién para su uso
como un medicamento. En otros aspectos, se proporciona la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado
de la invencion para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno neurolégico (por ejemplo, enfermedad
de Alzheimer). En determinados modos de realizacion, se proporciona la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o
conjugado de la invencion para su uso en un procedimiento de tratamiento. En determinados modos de realizacion, la
invencion proporciona la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencién para su uso en un
procedimiento para tratar a un individuo que tiene una enfermedad o trastorno neurolégico que comprende administrar
al individuo una cantidad eficaz de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencién. Un
"individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores es opcionalmente un ser humano.

La lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencién se pueden usar solos o en combinacién con
otros agentes en un tratamiento. Por ejemplo, la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencion
se puede coadministrar con al menos un agente terapéutico adicional. En determinados modos de realizacién, un
agente terapéutico adicional es un agente terapéutico eficaz para tratar un trastorno neurolégico igual o diferente al
trastorno neurolégico para el que la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado se esta empleando para
tratar. Los agentes terapéuticos adicionales ejemplares incluyen, pero no se limitan a: los diversos farmacos
neuroldgicos descritos anteriormente, inhibidores de la colinesterasa (tales como donepezilo, galantamina,
rovastigmina y tacrina), antagonistas del receptor de NMDA (tales como memantina), inhibidores de la agregacion del
péptido beta amiloide, antioxidantes, moduladores de y-secretasa, factor de crecimiento nervioso (FCN), tratamiento
génico con NGF o similar, agonistas de PPARYy, inhibidores de la HMS-CoA reductasa (estatinas), ampakinas,
bloqueadores del canal de calcio, antagonistas del receptor GABA, inhibidores de la glucégeno sintasa cinasa,
inmunoglobulina intravenosa, agonistas del receptor muscarinico, moduladores de receptores nicotinicos,
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inmunizacion activa o pasiva con péptido beta amiloide, inhibidores de fosfodiesterasa, antagonistas del receptor de
serotonina y anticuerpos anti-péptido beta amiloide. En determinados modos de realizacion, se selecciona al menos
un agente terapéutico adicional por su capacidad para mitigar uno o mas efectos secundarios del farmaco neurolégico.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracién combinada (donde se incluyen dos o mas
agentes terapéuticos en la misma formulacion o en formulaciones separadas) y la administracion separada, en cuyo
caso, la administracion de la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencion se puede producir
antes, simultdneamente y/o después de la administracién del agente terapéutico y/o adyuvante adicional. Las
lanzaderas de barrera hematoencefalica y/o conjugados de la invencion también se pueden usar en combinacion con
otros tratamientos de intervencion tales como, pero no limitados a, radioterapia, tratamiento del comportamiento u
otros tratamientos conocidos en la técnica y apropiados para el trastorno neurolégico que se va a tratar o prevenir. La
lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencidon (y cualquier agente terapéutico adicional) se
puede administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo la administracién parenteral, intrapulmonar e intranasal
y, si se desea, para el tratamiento local y administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen
administracion intramuscular, intravenosa, intrarterial, intraperitoneal o subcutanea.

La dosificacion puede ser mediante cualquier ruta adecuada, por ejemplo, mediante inyecciones, tales como
inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo, en parte, de si la administracién es breve o prolongada. En el
presente documento, se contemplan diversas pautas posolégicas, incluyendo, pero no limitado a, administraciones
monvalentes o multiples en diversos puntos temporales, administracién con inyeccién intravenosa rapida e infusion
por pulsos.

La lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugados de la invencion se formularan, dosificaran y administraran
de una manera consecuente con la buena practica médica. Los factores que se deben tener en consideracién en este
contexto incluyen el trastorno particular que se esta tratando, el mamifero particular que se esta tratando, la afeccion
clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento de
administracion, la programacion de administracion y otros factores conocidos por los médicos. La lanzadera de barrera
hematoencefalica y/o conjugados de la invencién no necesitan formularse, pero opcionalmente se formulan, con uno
0 mas agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestién. La cantidad eficaz de dichos otros
agentes depende de la cantidad de lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado presente en la formulacion,
del tipo de trastorno o tratamiento y de otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las
mismas dosificaciones y por las rutas de administracion como se describe en el presente documento, o
aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier
dosificaciéon y mediante cualquier ruta que se determine empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencion o ftratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de lanzadera de barrera
hematoencefalica y/o conjugado de la invencion (cuando se usa por si solo 0 en combinacion con uno o mas de otros
agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, del tipo de lanzadera de
barrera hematoencefalica y/o conjugado, de la gravedad y la evoluciéon de la enfermedad, de si el anticuerpo se
administra con propdsitos preventivos o terapéuticos, del tratamiento previo, de la anamnesis del paciente y de su
respuesta a la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado, y del criterio del médico especialista. La
lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante
una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 ug/kg a
15 mg/kg (por ejemplo, de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg) de lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado puede ser
una dosificacion inicial candidata para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas
administraciones separadas o multiples continua. Una dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente
1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas
durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, en general, se mantendria el tratamiento hasta que se
produzca la supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosificacion ejemplar del anticuerpo estaria
en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg. Por tanto, se pueden administrar
al paciente una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier
combinacién de las mismas). Dichas dosis se pueden administrar intermitentemente, por ejemplo, cada semana o
cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte
0, por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Se puede administrar una dosis de carga inicial mas alta,
seguido de una o mas dosis mas bajas. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. La evolucion de
este tratamiento se sigue facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales utiles para el
tratamiento y/o la prevencion de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion comprende un
recipiente y una etiqueta o prospecto en el recipiente o asociado con el mismo. Los recipientes adecuados incluyen,
por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de solucion i.v., etc. Los recipientes se pueden formar a partir de una
variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es, por si misma o
combinada con otra composicion, eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y que puede tener un orificio
de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucidn intravenosa o un vial que tenga un tapén
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perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es una
lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencion. La etiqueta o prospecto indica que la
composicion se usa para tratar la afeccion de eleccion. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un
primer recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicién comprende una lanzadera de
barrera hematoencefalica y/o conjugado de la invencion; y (b) un segundo recipiente con una composicién contenida
en el mismo, en el que la composicion comprende otro agente citotoxico o terapéutico de otro modo. El articulo de
fabricacién en este modo de realizacion de la invencién puede comprender ademas un prospecto del envase que
indique que las composiciones se pueden usar para tratar una afeccion particular. De forma alternativa, o
adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprenda
un tampodn farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucién salina
tamponada con fosfato, solucidon de Ringer y solucion de dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas.

El articulo de fabricacion comprende ademas opcionalmente un prospecto del envase con instrucciones para el
tratamiento de un trastorno neuroldgico en un sujeto, en el que las instrucciones indican que el tratamiento con la
lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado que se divulga en el presente documento trata el trastorno
neurolégico, y opcionalmente indica que la lanzadera de barrera hematoencefalica y/o conjugado tiene una captacion
mejorada a través de la BHE debido al modo de uniéon monovalente al R/BHE.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de los plasmidos de expresién

Descripcion del plasmido de expresién de mamifero basico/estandar

Las proteinas deseadas se expresaron mediante transfeccion transitoria de células renales embrionarias humanas
(HEK 293). Para la expresion de un gen/proteina deseado (por ejemplo, proteina multimérica anticuerpo-Fab) se us6
una unidad de transcripcion que comprende los siguientes elementos funcionales:

. el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intrén A,
. una region 5’ no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

. una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina (SS),

. un gen/proteina que se va a expresar (por ejemplo, cadena pesada del anticuerpo de longitud completa), y
. la secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (pA de BGH).

Ademas de la unidad de expresion/casete que incluye el gen que se desea expresar, el plasmido de expresion de
mamifero basico/estandar contiene:

. un origen de replicacion del vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli, y
. un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli.

Se construyeron plasmidos de expresion que codifican los siguientes polipéptidos/proteinas de fusion de
anticuerpo-scFab:

Mab31-scFab (8D3) tetravalente (Fig. 1C) (Mab31 = anticuerpo monoclonal humano que reconoce Abeta. INN de Mab
31 = Gantenerumab)

Cadena pesada (10132_pPM284_Mab31(1gG1)-(GaS )a-VL-Ck-(G4S)e-GG-VH-CH1) (SEQ ID. NO 1):

Composicién de la proteina de fusidon de cadena pesada Mab31-scFab (8D3):

. Cadena pesada de IgG1 humana de Mab31 sin Lys C-terminal
. Conector de glicina-serina
. Variante del dominio variable de cadena ligera (VL) (L596V y L598I) del anticuerpo antitransferrina 8D3 de ratén

(Boado, RJ Zhang, Y. Wang, Y y Pardridge, WM, Biotechnology and Bioengineering (2009) 102, 1251-1258)
. Cadena ligera C-kappa humana

. Conector de glicina-serina
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. Dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo antitransferrina 8D3 de ratén (Boado, RJ Zhang, Y.
Wang, Y y Pardridge, WM, Biotechnology and Bioengineering (2009) 102, 1251-1258)

. Dominio de cadena pesada CH3 de IgG1 humana

Cadena ligera (5170-VL-Mab31-Bsml-L2-Neo-BGHpA) (SEQ ID. NO 2)

Composicion de la cadena ligera de Mab31
- Cadena ligera C-kappa humana de Mab31

Mab31-scFab trivalente (8D3) (Fig. 1B)

Cadena pesada de botén (10134_pPM287_Mab31(1gG1)_knob_SS_-(G4S)4-VL-Ck-(G4S)s-GG-VH-CH1) (SEQ ID. NO
3)

Composicién del botén de proteina de fusidon de cadena pesada de Mab31-scFab (8D3)

. Cadena pesada de IgG1 humana de Mab31 sin Lys C-terminal que contiene la mutacion de boton de CH3
T366W y la mutacion S354C para la formacion de un puente disulfuro adicional

. Conector de glicina-serina

. Variante del dominio variable de cadena ligera (VL) (L596V y L598I) del anticuerpo antitransferrina 8D3 de ratén
(Boado, RJ Zhang, Y. Wang, Y y Pardridge, WM, Biotechnology and Bioengineering (2009) 102, 1251-1258)

. Cadena ligera C-kappa humana
. Conector de glicina-serina
. Dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo antitransferrina 8D3 de ratén (Boado, RJ Zhang, Y.

Wang, Y y Pardridge, WM, Biotechnology and Bioengineering (2009) 102, 1251-1258)
. Dominio de cadena pesada CH3 de IgG1 humana

Cadena pesada de ojal (10133 _pPM286 Mab31(lgG1) hole SS) (SEQ ID. NO 4)

Composicién del ojal de proteina de fusidon de cadena pesada de Mab31

. Cadena pesada de IgG1 humana de Mab31 que contiene las mutaciones de ojal de CH3 T366S, Y407V y
L368A y la mutacion Y349C para la formacion de un puente disulfuro adicional

Cadena ligera (5170-VL-Mab31-Bsml-L2-Neo-BGHpA) (SEQ ID. NO 2)

Composicién de la cadena ligera de Mab31

- Cadena ligera C-kappa humana de Mab31
Ejemplo 2: Purificaciéon de construcciones unicas y dobles sFab y dFab de Mab31-scFab

Las cadenas de anticuerpo se generaron mediante transfeccion transitoria de células HEK293 (derivadas de linea de
células de rifidbn embrionario 293 humanas) cultivadas en medio F17 (Invitrogen Corp.). Para la transfeccion, se us6
el reactivo de transfeccion "293-Fectin” (Invitrogen). Las cadenas de anticuerpos se expresaron a partir de dos (Mab31-
scFab tetravalente (8D3)) o tres (Mab31-scFab trivalente (8D3)) plasmidos diferentes que codificaban la cadena
pesada de Mab31-scFab (8D3) tetravalente y la cadena ligera correspondiente de Mab31, o las cadenas pesadas de
botdn y ojal de Mab31-scFab (8D3) trivalente y la cadena ligera correspondiente de Mab31, respectivamente. Los dos
o tres plasmidos se usaron a una relacion de plasmido equimolar en la transfeccion. Las transfecciones se realizaron
como se especificaba en las instrucciones del fabricante. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo celular que
contenian proteinas de fusion de anticuerpo siete dias después de la transfeccion. Los sobrenadantes se almacenaron
congelados hasta su purificacion.

Las proteinas se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivos celulares filtrados. Los sobrenadantes se aplicaron
a una columna de proteina A Sepharose (GE Healthcare) y se lavaron con PBS pH 7,4. La elucién de los anticuerpos
se logré con tampodn Citate 100 mM a pH 3,0 seguido de neutralizacion inmediata de la muestra a pH 6,5. Después de
la concentracion, la proteina agregada y otros subproductos se separaron de los anticuerpos monoméricos mediante
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cromatografia de exclusion por tamafio (Superdex 200; GE Healthcare) en histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0.
Cada fraccion individual se analizé en SEC analitica (TSK G3000SWXL) y en un sistema de electroforesis capilar
basado en chip (CE-SDS, LabChipGX, Caliper) para la cuantificacién de moléculas ensambladas de forma incompleta
y otros subproductos. Se mezclaron las fracciones de anticuerpos monoméricos sin subproductos. Después de la
concentracién usando un concentrador centrifugo MILLIPOREAmicon Ultra (corte de peso molecular 30), la proteina
se almacen¢ a -80 °C. La caracterizacién analitica del producto final se realiz6 mediante determinacion de proteinas
por UV, CE-SDS, cromatografia de exclusién por tamafio, espectrometria de masas y también mediante determinacion
de endotoxinas.

Ejemplo 3: Datos de unién por ELISA de construcciones de scFab unico (sFab) y scFab doble (dFab)

Se valoro la union de construcciones de mAb31-8D3 al receptor de transferrina de raton (mTfR) mediante ELISA
indirecto. Con este fin, se recubri6 mTfR recombinante (dominio extracelular; Sino Biological) sobre una placa de
microtitulacion Maxisorb (Nunc) a 1 ug/ml en PBS a 4 °C durante la noche. Después de bloquear en proteina C/PBS
al 1 % (tampon de bloqueo; Roche) durante 1 ha a TA y 4 lavados con Tween-20/PBS al 1 % (tampdn de lavado), se
afiadieron construcciones de mAb31-8D3 a los pocillos a concentraciones entre 0,01 y 150 nM en tampén de bloqueo
y se incubaron durante 1 h a TA. Después de 4 etapas de lavado, se detectaron construcciones mediante la adicién
de anticuerpo contra IgG humana-HRP (Jackson Immunoresearch) a una dilucion de 1:10 000 en tampdén de bloqueo
(1 TA), seguido de 6 lavados e incubacién en TMB (Sigma). La absorbancia se ley6 a 450 nm después de detener el
desarrollo del color con HCI 1 N.

La fig. 3 muestra que la union del mAb31-8D3-dFab bivalente a mTfR es similar a la de la IgG 8D3, mientras que la
construccion monovalente mAb31-8D3-sFab muestra una afinidad reducida.

La funcionalidad de mAb31 se confirmé por ELISA. Brevemente, se recubrio Abeta (1-40) a 7 ug/ml en PBS sobre
placas Maxisorp durante 3 dias a 37 °C para producir Abeta fibrilar, a continuacion se secé durante 3 h a TA. La placa
se bloqueo con proteina C al 1 % y RSA al 0,1 % en PBS (tampon de bloqueo) durante 1 h a TA, se lavd a continuacion
una vez con tampon de lavado. Se afiadieron construcciones de mAb31a concentraciones de hasta 100 nM en tampon
de bloqueo y se incubaron a 4 °C durante la noche. Después de 4 etapas de lavado, se detectaron las construcciones
como se indico anteriormente.

La fig. 4 muestra que ambas construcciones de mAb31-8D3 (sFab y dFab) se unen con una afinidad similar a la de
mAb31 no modificado a fibrillas de Abeta inmovilizadas.

Ejemplo 4: Solo las construcciones de scFab unico atraviesan la BHE y decoran las placas.
Seccionamiento cerebral y tincidon inmunohistoquimica:

Se prepararon cerebros después de perfusion con PBS y se cortaron criosecciones sagitales a entre ~1,92 y
1,68 milimetros laterales de acuerdo con el atlas cerebral de Paxinos y Franklin. Se seccionaron los cerebros a un
grosor nominal de 20 micrémetros a -15 °C usando un criostato Leica CM3050 S y se colocaron sobre portaobjetos
de vidrio preenfriados (Superfrost plus, Menzel, Alemania). Para cada cerebro, se depositaron tres secciones
espaciadas 80 micrémetros sobre el mismo portaobjetos.

Se rehidrataron las secciones en PBS durante 5 minutos, seguido de una inmersién con acetona al 100 % preenfriada
a -20 °C durante 2 min. Todas las etapas adicionales se realizaron a temperatura ambiente. Se lavaron los
portaobjetos con secciones de cerebro con PBS, pH 7,4 y bloqueo de sitios de unidn inespecificos mediante incubacion
secuencial en Ultra V block (LabVision) durante 5 minutos, seguido de lavado con PBS e incubacién en solucién Power
Block (BioGenex) con suero de cabra normal al 2 % en PBS durante 20 min. Se incubaron los portaobjetos
directamente con el anticuerpo secundario, un anticuerpo de cabra contra IgG humana purificado por afinidad
(especifico de cadenas pesadas y ligeras) conjugado con el tinte Alexa Fluor 555 (n.° A-21433, lote 54699A, Molecular
Probes) a una concentracion de 20 microg/ml en suero de cabra normal al 2 % en PBS, pH 7,4 durante 1 hora. Después
de un lavado exhaustivo con PBS, se valoré la localizacion de la placa mediante un doble marcado de las placas de
Abeta mediante incubacion con BAP-2, un anticuerpo monoclonal murino de Roche propio contra Abeta conjugado
con el tinte Alexa Fluor 488 a 0,5 microg/ml durante 1 hora en PBS con solucion Power Block (BioGenex) y suero
normal de oveja al 10 %. Después del lavado con PBS, se redujo la autofluorescencia de la lipofuscina mediante
inactivacion por incubacion en CuSO4 4 mM en acetato de amonio 50 mM, pH 5 durante 30 minutos. Después de
enjuagar los portaobjetos con agua doblemente destilada, se incluyeron los portaobjetos con Confocal Matrix (Micro
Tech Lab, Austria).

Microscopia confocal

Se tomaron tres imagenes de cada seccion del cerebro de cada raton PS2APP con regiones que contienen placa en
la corteza frontal (region de la corteza motora primaria). Las imagenes se grabaron con un sistema confocal Leica TCS
SP5 con una configuracion de orificio de 1 Airy.
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Se capturaron las placas inmunomarcadas con tintes Alexa Fluor 488 en las mismas condiciones espectrales (una
excitacion de 488 nm y una emision de paso de banda de 500-554 nm) con ganancia y compensacion del
fotomultiplicador ajustadas (tipicamente, 770 V y -0 % respectivamente) a una potencia de laser de un 30 %.

Se registraron los anticuerpos secundarios de Alexa Fluor 555 unidos en la superficie accesible de las secciones de
tejido en la linea de laser de excitacion de 561 nm en una ventana que varia de 570 a 725 nm y cubre el intervalo de
longitud de onda de emision del anticuerpo de deteccién aplicado. Se mantuvieron constantes las configuraciones de
los instrumentos para las adquisiciones de imagenes para permitir mediciones de intensidad comparativa para los
anticuerpos anti-AB humanos sometidos a prueba; en particular, potencia de laser, velocidad de barrido, ganancia y
compensacion. La potencia de laser se establecié en un 30 % y las configuraciones para la ganancia de PMT fueron
tipicamente de 850 V y una compensacion nominal de un 0 %. Esto posibilitd la visualizacion de placas tanto tenue
como fuertemente tefiidas con la misma configuracion. La frecuencia de adquisicion fue de 400 Hz.

Se registraron los barridos confocales como capas 6pticas unicas con un objetivo UV HCX PL APO 20x 0,7 IMM en
agua, a una resolucién de 512 x 512 pixeles y se controld interactivamente la profundidad de medicion optica en el
eje vertical para garantizar la formacion de imagenes dentro de la seccién de tejido. Se tomaron imagenes de las
placas de amiloide localizadas en las capas 2-5 de la corteza frontal y se cuantificaron las intensidades fluorescentes.

Analisis estadistico

Se visualizaron las regiones inmunopositivas como imagenes TIFF y se procesaron para la cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia y el area (medida en pixeles) con Imaged versiéon 1.45 (NIH). Para la cuantificacion, se
restaron intensidades de fondo de 5 en cada imagen y se filtraron las regiones positivas menores de 5 pixeles
cuadrados. Se determind la intensidad de fluorescencia total de las isosuperficies seleccionadas como la suma de las
intensidades de las regiones positivas individuales Unicas y se calculé la intensidad media de pixeles dividiendo la
intensidad total entre el nimero de pixeles analizados.

Se calcularon los valores medios y las desviaciones estandar con Microsoft Excel (Redmond/WA, EE. UU.) a partir de
todas las isosuperficies medidas obtenidas de nueve imagenes tomadas de tres secciones diferentes para cada
animal. El andlisis estadistico se realizé usando la prueba de la t de Student para la comparaciéon de grupos o una
prueba de Mann-Whitney.

Se inyectaron 10 mg/ml de mAb31 (construccion de la fig. 1A), 13,3 mg/kg de sFab-mAb31 1 (construccion de la fig.
1B) y 16,7 mg/kg de dFAb-mAb31 (construccién de la fig. 1C) en la cola por ruta intravenosa en ratones, y después
de 8 horas se perfundié el cerebro con PBS. Se prepararon las secciones como se describe anteriormente y se tifieron
con anticuerpo de cabra contra IgG humana. Para la construccion de mAb31, casi no se detecto sefial especifica (Fig.
4A). Para el sFab-mAb31, se detectd una extensa tincion tanto de la placa como de los capilares (Fig. 4B), mientras
que en el dFab-mAb31 solo se detectd tincion de los capilares (Fig. 4C). Esto mostré claramente que un modo de
union monovalente (sFab-mAb31) al receptor de transferrina es mucho mas eficaz para llevar la construccion a través
de las células endoteliales cerebrales en la BHE. La cuantificacion de la molécula de unién bivalente (dFab-mAb31)
se muestra en la fig. 5. Los datos muestran que no hay un aumento en la decoracién de la placa para la construccion
de dFab-mAb31, solo hay un aumento en la intensidad total debido a la acumulacién capilar de la construccion.

Ejemplo 5: Cuantificacion de las exposiciones cerebrales con una construccién de scFab unico

El procedimiento experimental se describe en el ejemplo 4. Se muestra la cuantificacion de la exposicidon cerebral de
sFab-mAb31 en la fig. 6 utilizando 10 mg/ml de mAb31 (construccién de la fig. 1A) y 13,3 mg/kg de sFab-mAb31
(construccion de la fig. 1B). Ya 8 horas después de la inyeccidn de la construccion de sFab-mAb31, hay una captacion
masiva en comparacion con mAb31 (aproximadamente un aumento de 55 veces). Se obtuvieron datos similares
después de 24 horas después de la dosis usando 25 mg/ml de mAb31 (construccion de la fig. 1A) y 33,3 mg/kg de
sFab-mAb31 (construccion de la fig. 1B). La fig. 6 también muestra que la tincién capilar transitoria del sFab-mAb31
ilustra el efecto de orientacion y el cruce de la BHE a lo largo del tiempo. Todos estos datos son altamente significativos
como se indica en la fig. 6.

La fig. 7 muestra los datos de la construccion de mAb31 (construccion de la fig. 1A) y de sFab-mAb31 (construccion
de la fig. 1B) a una dosis baja. De nuevo, solo la construccion de sFab-mAb31 puede atravesar las células endoteliales
cerebrales y decorar la placa en el cerebro. El efecto maximo ya se alcanza 8 horas después de la dosis. Es solo a
una dosis mas alta (10 mg/kg) y en un tiempo relativamente largo (7 dias) para la construccion de mAb31 que existe
una tendencia al aumento de la sefial de union a las placas de Abeta en el cerebro (Fig. 7). Todos estos datos son
altamente significativos como se indica en la fig. 7.

Ejemplo 6: Regulacion por disminucion especifica de TfR de superficie celular por una construccion de scFab
doble

Detalles experimentales: células bEnd3 cultivadas en un formato de placa de 6 pocillos. 2-3 dias después de la
confluencia, se trataron con dFab-mAb31, sFab-mAb31 o ctr sin tratar durante 24 horas Se retiré/aspird a continuacion
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el medio y se lavaron las células dos veces con PBS enfriado con hielo (-MgCl) (-CaCl) (Gibco 14190-094), 5 ml/pocillo.
Se afiadieron 1 ml de tripsina/EDTA (Lonza CC-5012)/pocillo y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos hasta que se
separaron todas las células. Se detuvo la reaccion con 1 ml de solucion neutralizante de tripsina (enfriada con hielo)
(Lonza CC-5002). Se recogieron 2 ml de tripsina/EDTA + solucion de neutralizacion en un tubo Falcon de 50 ml y se
mantuvieron en hielo. Centrifugacion de las células a 4 °C con 1400 rpm durante 10 minutos. Se resuspendieron los
sedimentos en 50 ml de medio bEnd3 enfriado con hielo (DMEM-12 (Gibco 31331) + de FBS al 10 %). Centrifugacion
de las células a 4 °C con 1400 rpm durante 10 minutos. Se resuspendié el sedimento en 3 ml de tampén FACS (BD
554656) enfriado con hielo. Recuentos celulares: a) viabilidad del tubo de sFab (2,5 x 105 células/ml): 47 %, b)
viabilidad del tubo de dFab (3,18 x 10° células/ml): 55 %, c) viabilidad del tubo de ctr. (4,6 x 10° células/ml): 57 %.
Tincién con FACS de 1 x 10% células/tubo Eppendorf distribuidas y centrifugadas (4 °C, 10 min, 1500 rpm).
Sobrenadante aspirado; a) CD71-PE (clon R17217-lgG2a monoclonal) (Santa cruz sc-52504) 20 microl del
anticuerpo/sedimento (volumen de tincion 100 microl) rellenado hasta 100 microl con tampon FACS (BD 554656)
enfriado con hielo, b) CD31-APC (BD 551262) (anticuerpo de rata contra IgG2a deraton (200 microgramos/ml))
5 microg de anticuerpo/sedimento (volumen de tinciéon 100 microl) rellenado hasta 100 microl con tampén FACS (BD
554656) enfriado con hielo, c) 8D3-Alexa488 (1:50) (volumen de tincion 100 microl) diluido en tampén FACS (BD
554656) enfriado con hielo, d) ctrl. isotipico para Alexa488, APC y PE (todos de BD). Incubacioén en la oscuridad en
hielo durante 1 hora. Se rellen6 hasta 1,5 ml con tampon FACS enfriado con hielo y se centrifugd (4 °C, 10 min,
1500 rpm). Se lavo el sedimento dos veces con 1,5 ml de tampon FACS enfriado con hielo y finalmente se suspendiod
nuevamente el sedimento en 500 microl de PBS. Se realiz6 la medicién de FACS usando el instrumento de citometria
de flujo Guava. Los datos muestran que la construccién doble (dFab) (Fig. 8B) parece regular por disminucion el
receptor de transferrina sobre la superficie celular. Esto no es detectable en esta configuracién de ensayo con la
construccion unica (sFab) (Fig. 8A), lo que indica que el modo de unidon monovalente no tiene un efecto directo en la
migracion y el reciclado de células que determinan la cantidad de receptor de transferrina en la superficie celular en
células endoteliales cerebrales.

Ejemplo 7: Clasificacion intracelular in vivo de una construccion de scFab unico y doble

Se inyectaron i.v. en ratones transgénicos APPswe/PS2 (inyeccién en la cola) las siguientes construcciones de MAb31
(10 mg/kg), sFab-MAb31 (13,3 mg/kg) o dFab-MAb31 (17,44 mg/kg). La dosis inyectada refleja el tamafo de la
molécula, con MAb31 usado como referencia. 15 minutos u 8 horas después de la inyeccion, los ratones se sacrificaron
con COz2 y se trataron como sigue. Se abri6 la auricula cardiaca derecha del corazén para que la sangre y la solucion
de perfusion pudieran salir. Se hizo una incisién en el ventriculo cardiaco izquierdo y se introdujo una sonda del n.° 10
en la aorta. Se inyectaron aproximadamente 20 ml de PBS (~10 mi/min, temperatura ambiente) seguido de 30 ml de
PFA al 2 % en PBS. Se extrajeron los cerebros y se incubaron durante 7 h adicionales en el mismo perfundido. Se
uso Vibratome para generar secciones cerebrales flotantes libres de 100 micrémetros que se usaron para la tincién
de inmunofluorescencia. Se permeabilizaron primero las secciones y se bloquearon usando PBS-Triton X-100 al
0,3 %-10 % de suero de asno. Se incubaron entonces las secciones durante la noche con los anticuerpos primarios
indicados diluidos en PBS-5 % de suero de asno. Se usaron los anticuerpos secundarios de las sondas moleculares
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se adquirieron imagenes usando un microscopio confocal Leica SP5,
se uso el programa informatico Imaris para el procesamiento de imagenes y la reconstruccion 3D.

Estos datos ilustran la captacion de sFab-MAb31 y dFab-MAb31 administrados periféricamente por las células
endoteliales cerebrales. Se detectaron MAb31, sFab-MAb31 y dFab-MAb31 usando un anticuerpo de cabra contra
globulinas humana acoplado a Alexa 555. Como se muestra en la fig. 9, tanto sFab-MAb31 (Fig. 9A) como dFab-
MAb31 (Fig. 9B) decoran la vasculatura cerebral 15 min después de la inyeccion sin diferencia en su distribucion. 8 h
después de la inyeccion, sFab-MAb31 alcanza el parénquima y decora las placas amiloides (flechas de la fig. 9C),
mientras que dFab-MAb31 (Fig. 9D) permanece dentro de la vasculatura cerebral de manera similar al punto temporal
de 15 min. No se detectaron placas de amiloide en el parénquima con el dFab-MAb31.

Fig. 10: Para controlar la integridad de todas las construcciones usadas en el estudio, se realizé la tincion de
criosecciones cerebrales de 18 meses usando MAb31 (Fig. 10A), sFab-MAb31 (Fig. 10B) o dFab-MAB31 (Fig. 10C).
Los resultados mostraron que las 3 construcciones detectaban placas de amiloide en el cerebro de ratones
transgénicos.

Fig. 11-12: La microscopia confocal de alta resolucion muestra que sFab (Fig. 11) y dFab-MAb31 (Fig. 12) no decoran
el lado luminal de los capilares cerebrales, sino que estan contenidos dentro de estructuras similares a vesiculas que
atraviesan la membrana luminal de las células endoteliales y dentro del citosol de células endoteliales. Las flechas en
la fig. 11 y la fig. 12 indican vesiculas que contienen construcciones de sFab o dFab-MAb31 en el lado abluminal de
los nucleos de células endoteliales. En conjunto, estos datos sugieren que tanto sFab-MAb31 como dFab-MAb31
pueden entrar en las células endoteliales, pero solo sFab-MAb31 puede atravesar la vasculatura y alcanzar las placas
de amiloide.

Los procedimientos y composiciones de la invencion proporcionan una forma de mejorar drasticamente la parte de
anticuerpo que se distribuye en el SNC vy, por tanto, de alcanzar mas facilmente la concentracién terapéutica en el
SNC. Los procedimientos y composiciones de la presente invencion son novedosos y mejoran significativamente la
eficacia del cruce a través de los diferentes organulos dentro de las BEC usando una ruta/clasificacion intracelular
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Optima y sin problemas para alcanzar el lado abluminal.
Ejemplo 8: Modo de union monovalente al receptor crucial para atravesar la BHE

El anticuerpo monoclonal anti-AB mAb31 es un producto de union a placa AB muy especifico y potente que proporciona
una lectura potente para cuantificar la interaccion con la diana dentro del parénquima cerebral. Se usa el modelo de
amiloidosis transgénica doble PS2APP para investigar la cantidad de exposicion cerebral de las dos construcciones
de lanzadera cerebral en comparacion con el anticuerpo original mAb31. Se inyectaron las tres variantes por ruta
intravenosa a 10 mg/kg y se determind el grado de exposicion cerebral cuantificando la cantidad de anticuerpo
presente en las placas 8 horas después de la inyeccion. Para la construccion de dFab no se detecté un aumento
significativo en la decoracion de la placa en comparacion con mAb31 (Fig. 13A). Sin embargo, para la construccion de
sFab hubo un aumento masivo en la decoracién de la placa en comparacion con el anticuerpo mAb31 original. La
interaccion con la diana en las placas amiloides mejoré mas de 50 veces para la construccion de sFab en base a la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia usando un anticuerpo secundario marcado. Mientras que la
construccion de sFab mostraba una extensa decoracion de la placa (Fig. 13D), el dFab solo era detectable en los
microvasos (Fig. 13C), lo que indica que la construccion de dFab se orienta a los microvasos cerebrales, pero no logra
escapar al lado abluminal. Se investigoé la capacidad de interaccién con la diana de la construccion de sFab a una
dosis baja de 2,66 mg/kg y un tiempo de exposicién in vivo prolongado de hasta 7 dias. La decoracion maxima de la
placa se alcanzé en 8 horas, seguida de una union persistente a placa durante al menos una semana después de una
Unica inyeccion (Fig. 13E).

En un estudio anterior, se habia demostrado que el mAb31 original alcanzaba la unién maxima a placa 7 dias después
de la inyeccion. La cuantificacion de la tincion en estructuras de microvasos indicaba que la localizacion de la
construccién de sFab era muy transitoria en la BHE, lo que ilustra la tasa relativamente répida a la que la construccion
atraviesa la barrera. Las imagenes representativas de tincion de placa para el anticuerpo original mAb31 a 2 mg/kg 7
dias después de la inyeccion (Fig. 13F) y la concentracién equimolar para la construccion de sFab (Fig. 13G) ilustran
el aumento en la unién a placa que se logra con la construccion de lanzadera cerebral de sFab. La construccion de
sFab muestra solo una colocalizacién menor con el compartimento lisosémico, que probablemente refleje la
transmigracion constitutiva normal del TfR al lisosoma. Los estudios in vitro también mostraban el reciclado y la
transcitosis de la construccion de sFab.

Tomados conjuntamente, estos hallazgos sugieren que la construccion de sFab no interfiere con la transmigracion
normal de TfR. En cambio, la construccién de dFab muestra una fuerte colocalizacién con el compartimento lisosémico
pero no tiene actividad de transcitosis, ni in vitro ni in vivo.

Ejemplo 9: El aumento del suministro de anticuerpos a través de la BHE se traduce en una potencia in vivo
potenciada

En el siguiente conjunto de experimentos, se plantea si el aumento significativo en la exposicion cerebral usando un
modo de uniéon monovalente mejora la potencia in vivo del anticuerpo anti-AB en un estudio de tratamiento a largo
plazo. Se inyectaron la construccidon de sFab y el anticuerpo original de control mAb31 semanalmente durante tres
meses. En un estudio previo de 5 meses, el anticuerpo terapéutico mAb31 habia mostrado que reducia la carga de
placa a 20 mg/kg. En base a los datos que se muestran en la figura 14, se seleccionaron dos dosis bajas para investigar
si una exposicion cerebral mejorada daria lugar a una potencia in vivo potenciada. La union a placa diana al final
indicaba que a ambas dosis habia una mayor interaccion con la diana con la construccion de sFab que con el
anticuerpo mAb31 original (Fig. 14 AD). Se cuantificd el grado de amiloidosis en los ratones transgénicos dobles
APPPS2 en el valor de referencia, y después del tratamiento con vehiculo, mAb31 original a dosis baja y construccion
de sFab a dosis baja. A estas dosis bajas, no se detectd ningun efecto in vivo con el mAb31 monoclonal original (Fig.
14E), lo que se preveia en base a un estudio previo a largo plazo durante 5 meses. En cambio, se observd una
reduccion significativa en el numero de placas tanto en la corteza como en el hipocampo a la dosis baja de 2,67 mg/kg
de la construccién de sFab. Incluso a una dosis mucho menor de 0,53 mg/kg (Fig. 14E), se observé una tendencia a
favor de la construccion de sFab, especialmente en la corteza, aunque no alcanzé significacion estadistica. Un analisis
secundario de los tamafos de placa revelaba una reduccién mas pronunciada de los niumeros de placa para placas
pequefas, de acuerdo con el modo de accién para mAb31. Estos datos indican que una mayor penetracion en el
cerebro, permitida por un modo monovalente de unién a TfR, da lugar a una mejora significativa en la potencia de un
anticuerpo terapéutico en un modelo animal crénico de patologia de la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 10: Funcién efectora de diferentes proteinas de fusion de anticuerpos en células TfR + BaF3 in vitro
(ADCC)

Se usaron células BaF3 que expresan el receptor de transferrina (DSMZ, n.° CLPZ04004) (TfR+) como células diana
para experimentos de toxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) inducidos por diferentes moléculas de
fusion de anticuerpo.

Brevemente, se sembraron 1 x 10* células BaF3 en 96 pocillos de fondo redondo y opcionalmente se cocultivaron con
células efectoras NK92 humanas (clon de CD16 de alta afinidad 7A2F3; Roche GlycArt) a una proporcion efector/diana
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de 3:1 en presencia o ausencia de proteinas de fusion de anticuerpo. Después de cuatro horas de incubacion (37 °C,
5 % de CO2), se valord la citotoxicidad medida por la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) de las células
muertas/moribundas. Para esto, las células se centrifugaron durante 5 min a 250 x g y se transfirieron 50 ul de
sobrenadante a una placa de fondo plano. Se afiadieron 50 ul de mezcla de reacciéon de LDH (mezcla de reaccion de
LDH Roche, n.° de cat. 11644793001; Roche Diagnostics GmbH) y se incubé la reaccion durante 20 min a 37 °C, 5 %
de COz. Posteriormente, se midio la absorbancia en un lector Tecan Sunrise a una longitud de onda de 492/620 nm.

Todas las muestras se sometieron a prueba por triplicado y los resultados se calcularon en base a los siguientes
controles:

- Solo células diana (+ medio)

- Liberacion maxima de LDH: células diana + Triton-X al 3 %

- Liberacion espontanea: células diana + células NK (E:T de 3:1)
El % de ADCCllisis especifica se calculé6 mediante el siguiente término:

% de ADCC. Muestra - liberacion espontanea
especif. = Liberacién maxima - liberacion espontanea

x 100

Fig. 15: La fusion de anticuerpos con fragmentos scfab de TfR fusionados con el extremo C de Fc no induce ADCC.
Se midié la destruccion mediada por NK92 de células de eritroleucemia de ratén BA/F3 cuantificando la liberaciéon de
FDH. Solo las construcciones de fusion con el resto Fab de unidn a TfR en la orientacion "convencional" "N-terminal a
Fc" inducen una ADCC significativa, mientras que las construcciones de lanzadera del cerebro en orientacion inversa
son inactivos. Construcciones: 8D3-IgG (8D3 IgG de longitud completa), OA-8D3 (cadena pesada unica de 8D3 I1gG),
mAb31 (anticuerpo de la fig. 1A), mAb31-8D3-sFab (construccion de la fig. 1B), mAb31-8D3-dFab (construccién de la
fig. 1C).

Ejemplo 11: Cartografia de epitopos del anticuerpo 8D3 de mTfR

Se llevo a cabo la cartografia de epitopos del anticuerpo monoclonal 8D3 por medio de una coleccién de fragmentos
de péptidos inmovilizados superpuestos (longitud: 15 aminoacidos, desplazamiento: 3 aminoacidos) correspondiente
a la secuencia del dominio extracelular del receptor 1 de transferrina de murino (90-763). Para la preparacion de la
matriz de péptidos se empled la tecnologia Intavis CelluSpots™. En este enfoque, los péptidos se sintetizan con un
sintetizador automatizado (Intavis MultiPep RS) sobre discos de celulosa modificados que se disuelven después de la
sintesis. Las soluciones de los péptidos individuales que permanecen unidos covalentemente a la celulosa
macromolecular se imprime a continuacion sobre portaobjetos de microscopio recubiertos. La sintesis por
CelluSpots™ se llevo a cabo por etapas usando la quimica de 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) en discos de celulosa
aminomodificados en una placa de sintesis de 384 pocillos. En cada ciclo de acoplamiento, se activaron los
aminoacidos correspondientes con una solucion de DIC/HOBt en DMF. Entre las etapas de acoplamiento, se
funcionalizaron los grupos amino no reaccionados con una mezcla de anhidrido acético, diisopropiletilamina y 1-
hidroxibenzotriazol. Tras la terminacion de la sintesis, se transfirieron los discos de celulosa a una placa de 96 pocillos
y se trataron con una mezcla de acido trifluoroacético (TFA), diclorometano, triisopropilsilano (TIS) y agua para
desproteccion de la cadena lateral. Después de la extraccion de la soluciéon de escision, se disuelven los péptidos
unidos a celulosa con una mezcla de TFA, TFMSA, TIS y agua, se precipitan con éter diisopropilico y se resuspenden
en DMSO. Se imprimieron posteriormente las soluciones peptidicas sobre placas Intavis CelluSpots™ usando un robot
de impresién en portaobjetos Intavis.

Para el analisis de epitopos, se lavaron con etanol los portaobjetos preparados y después con soluciéon salina
tamponada con Tris (TBS, Tris 50 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, pH 8) antes de llevar a cabo una etapa de bloqueo
durante 16 h a4 °C con 5 ml de 10x reactivo de bloqueo Western (Roche Applied Science), 2,5 g de sacarosa en TBS,
Tween 20 al 0,1 %. Después del lavado (TBS + Tween 20 al 0,1 %), se incubaron los portaobjetos con una solucién
(1 pg/ml) de anticuerpo 8D3 en TBS + Tween 20 al 0,1 % a temperatura ambiente durante 2 h. Después del lavado,
se incubaron los portaobjetos para deteccion con un anticuerpo HRP secundario contra globulinas de ratén (1:20000
en TBS-T) seguido de incubacion con sustrato de quimioluminiscencia luminol y se visualizaron con Lumilmager
(Roche Applied Science). Se cuantificaron SPOT positivos para ELISA y, mediante la asignacion de las secuencias
peptidicas correspondientes, se identificaron los epitopos de uniéon a anticuerpo.

Fig. 16: 8D3 se une a tres péptidos distintos en el dominio extracelular del receptor de transferrina de raton. Se reveld
la unién del anticuerpo 8D3 a péptidos de 15 meros que se superponen con tres aminoacidos mediante la deteccidn
quimioluminiscente del anticuerpo incubado en un portaobjetos CelluSpot que porta péptidos de mTfR inmovilizados.
Recuadro: Péptidos n.° 373, 374 y 376 unidos a 8D3.

ID de | Secuencia peptidica Numero de secuencia
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péptido

373 [-G-Q-N-M-V-T-1-V-Q-5-N-G-N-L SEQ ID. NO 14.
374 N-M-V-T-I-¥-(Q-5-N-G-N-L-D-P-V SEQ ID. NO 15.
376 Q-5-N-G-N-L-D-P-V-E-5-P-E-G-Y |SEQID. NO 16.

Tabla 1: secuencias peptidicas del dominio extracelular de mTfR unidas por 8D3 en el experimento de cartografia
peptidica.

En el presente documento se describe un grupo de construcciones bioterapéuticas contra un receptor de la barrera
hematoencefélica, en particular el receptor de transferrina (TfR), que puede suministrar agentes terapéuticos que
incluyen anticuerpos, proteinas, péptidos y moléculas pequefias a través de la BHE a dosis terapéuticamente
pertinentes. La distribucion de determinadas construcciones bioterapéuticas genomanipulados cambiaba del espacio
cerebrovascular al espacio parenquimatico unas pocas horas después de la inyeccion, lo que indica que estas
construcciones particulares utilizan una via de transporte 6ptima a través de las BEC para permitir la transcitosis de
una cantidad significativa de productos bioterapéuticos a través de las BEC para alcanzar el parénquima. El grado de
captacion y distribucién de construcciones bioterapéuticas en el SNC era completamente dependiente del modo de
unién monovalente al receptor de barrera hematoencefalica, en particular TfR. Cuando el TfR se dimerizd por la union
de la construccion bioterapéutica al R/BHE, no se detect6 ningun nivel detectable dentro del espacio parenquimatico.
Una unica dosis sistémica de la construccién monoclonal de Fab unico anti-Abeta genomanipulado usando la
metodologia de la invencién no solo dio como resultado una captacion significativa de anticuerpo en el cerebro, sino
que también aumenté drasticamente la decoracion de la union del anticuerpo monoclonal anti-Abeta a las placas de
amiloide patolégicas. Sin embargo, al usar una construccion de union a Fab doble contra el R/BHE, no se detectaron
niveles detectables dentro del SNC. Los hechos y los experimentos representados en esta solicitud ilustran los
mecanismos contribuyentes clave detras del incremento de la captacion de un producto bioterapéutico (tal como
anticuerpos) en el SNC usando un modo de unién monovalente contra un R/BHE. En primer lugar, un modo de enlace
dual (o multimérico) anti-R/BHE limita la captacion cerebral al regular por disminucién el R/BHE sobre la superficie
celular en el lado luminal, lo que reduce la cantidad total de anti-R/BHE que se puede captar en la vasculatura, que es
la primera etapa para atravesar eficazmente la BHE. En segundo lugar, un modo de union anti-R/BHE dual (o
multimérico) induce una clara falta de clasificacion intracelular en las BEC que impide que la construccion alcance el
lado abluminal. Sorprendentemente, la unién monovalente a R/BHE mejora la captacién y la distribucion cerebral, con
un desplazamiento completo observado en la localizacién desde la vasculatura a las placas amiloides dentro del SNC.
En segundo lugar, el modo de unién monovalente genomanipulado de las construcciones bioterapéuticas para el
R/BHE asegura el reciclado del R/BHE hacia el lado luminal para permitir la captacién de construccion de polipéptido
de fusion adicional y el transporte al lado abluminal y al parénquima. En tercer lugar, la construccién bioterapéutica de
modo de unidén monovalente esta genomanipulada en el extremo C-terminal de la parte Fc de una IgG que conserva
el formato original para un anticuerpo monoclonal terapéutico, lo que en la mayoria de los casos es critico para la
eficacia in vivo. Esto también se puede lograr uniendo a otra parte de una IgG descrita en de esta solicitud. Esto es
ventajoso porque se pueden incorporar a este sistema de transporte anticuerpos monoclonales IgG ya desarrollados
con eficacia clinica y preclinica establecidas sin comprometer la funcién y la eficacia establecidas. Ademas, la
tecnologia de diana monovalente a R/BHE basada en el transporte mediado por receptor (RMT) abre la puerta a una
amplia gama de agentes terapéuticos potenciales para las enfermedades del SNC. La invencidon proporciona
procedimientos de genomanipulacion de agentes terapéuticos que penetran en la BHE, que conservan los formatos
de IgG existentes con actividades terapéuticas probadas, que mejoran en gran medida el transporte a través de la
BHE vy la distribucion en el SNC del agente terapéutico.

Secuencias de aminoacidos divulgadas

Nombre de secuencia de aminoacidos Numero de identificacion de secuencia (SEQ ID. NO)

Cadena pesada de Mab31-scFab (8D3)

Cadena ligera de Mab31

Cadena pesada de boton de Mab31-scFab (8D3)

Cadena pesada de ojal de Mab31-scFab (8D3)

Vi CDR1 de Mab 31

Vi CDR2 de Mab 31

Vi CDR3 de Mab 31

Vi CDR1 de Mab 31

VL CDR2 de Mab 31

VL CDR3 de Mab 31

Vu de Mab 31

Sla|a|le|e|Njo|la|s|w|p| =

VL de Mab 31
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Conector peptidico (G4S)sG2 13
Péptido de cartografia de epitopos 373 de 8D33 14
Péptido de cartografia de epitopos 374 de 8D33 15
Péptido de cartografia de epitopos 376 de 8D33 16
Conector peptidico (G4S)4 17
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Val Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
130 135 140

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
145 150 155 160

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
165 170 175

Tyr Fhe Proc Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
180 185 150

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Len Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
135 200 205

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
210 215 220

Thr Tyvr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro S2er Asn Thr Lys Val Asp
225 230 235 240

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
245 250 255

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
260 265 270

Pro Lyva Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
275 280 285

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Fhe Asn
230 285 300

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
305 310 315 320

Glu Glu Gln Tyr &sn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
325 330 335

Leu Hia Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
340 345 350
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Asn Lys Ala Leu Pro Ala Fro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
355 360 365

Gly Gln Prg Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
370 375 380

Glu Leun Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leun Wal Lys Gly Phe
385 3590 395 400

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
405 410 415

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Fro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
420 425 430

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
435 440 445

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hisg Glu Ala Teun His Asn His Tyr
450 455 460

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
465 470 475 480

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met
485 450 435

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Glu Glu Ile Val Thr
500 505 L)

Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Trp Leu Ala Trp Tyr
515 520 525

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Thr
530 535 540

Ser Leu Ala Asp Gly Val Fro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly
545 550 555 560

Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile Ser Arg Val Gln Val Glu Asp Ile Gly
565 570 575
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Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Ala Tyr Asn Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gly
580 5B5 590

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
5395 600 605

Ila Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
610 615 620

Val Cys Leu Leu Asn Asan Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
625 630 635 640

Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr
645 650 655

Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
660 £65 670

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
675 680 685

Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
690 695 J00

Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
705 710 715 720

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
725 730 735

Gly Gly Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
740 745 750

Gly Asn Ser Leu Thr Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly FPhe Thr Fhe Ser
755 780 765

Azsn Tyr Gly Met Hig Trp Ile Arg Gln Ala Pro Lys Lys Gly Leu Glu
770 175 T80

Trp Ile Ala Met Ile Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Met Asn Tyr Ala Asp
785 780 785 80O
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Thr Val Lys Gly Arg
BOS

Leu Tyr Leu Glu Met
820

Tyr Cys Ala Val Pro
B35

Gly val Ser Val Thr
850

Phe Pro Leu Ala Pro
865

Leu Gly Cys Leu Val
B85

Trp Asn Ser Gly Ala
200

Leu Gln Ser Ser Gly
915

Ser Ser Ser Leu Gly
330

Pro Ser Asn Thr Lys
945

<210> 2

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

AsSn

Thr

Val

Ser

870

Lys

Lau

Leu

Thr

Val
850

Thr

sSar

Ser

Ser

B55

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

335

hsp

<223> Construccién de cadena ligera

<400> 2

ES 2733324713

Ile

Leu

His

840

Ser

Lys

Tyr

Bar

Ser

520

Thr

Lys

Ser

Arg

B25

Tyr

Ala

Ser

Fhe

Gly

so05

Tyr

Lys

Arg

B10O

Sar

Val

Ser

Thr

Fro

B30

Val

Ser

Ila

Vval

34

Asp

Glu

Val

Thr

Ser

8758

Elu

His

Ser

Cys

Glu
955

Asn

Asp

Asp

Lys

860

Glwy

Pro

Thr

Val

Asn

340

Fro

Ser

Thr

Val

845

Gly

Glw

Val

Fhe

Val
8925

Val

Lys

Lys

Ala
830

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro
910

Thxr

Ser

Asn

815

Gly

Ser

Ala

Val

B35

Ala

Val

His

Cys

Thr

ITyr

Gln

val

Ala

BRO

Ser

val

Pro

Lys
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Fhe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

Val His Ser Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu
20 25 30

Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val
35 40 45

Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 55 &0

Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val Fro Ala
&5 T0 75 B0

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Sear

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cya Leu Gln Ile Tyr
1090 105 110

Asn Met Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe Tyr
145 150 155 160

FPro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
165 170 175

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 150

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Ieu Thr Ieu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
135 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lyvs Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 3
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<211> 959
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de fusion

<400> 3

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Lau
50 55 60

Glu Trp Val Ser Ala Ile Asn Ala Ser Gly Thr Arg Thr Tyr Tyr Ala
65 70 15 80

Aszp Sar Val Lys Gly Arg Pha Thr Ile Sar Arg Asp Asn Sar Lys Asn
85 a0 a5

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Aszsp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Lys Gly &sn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr
115 1290 125

Val Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
130 135 140

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Fhe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
145 150 155 160

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
165 170 175

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
180 185 190
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Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
195 200 205

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
210 215 220

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Freo Ser Asn Thr Lys Val Asp
225 230 235 240

Lys Lys Val Glu Pro Lys Sar Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
245 250 255

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
260 265 270

Fro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Preo Glu Val Thr
278 280 285

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
290 295 300

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
305 310 315 320

Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
325 330 335

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
340 345 350

Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
355 360 365

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp
370 375 380

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys lLeu Val Lys Gly Phe
385 390 395 400

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
405 410 415

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Fro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Fhe
420 425 430
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Pha Leu Tyr Sar Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Glon Gln Gly
435 4490 445

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
450 455 460

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
4465 470 475 480

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met
485 450 455

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Glu Glu Ile Val Thr
500 505 510

Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Trp Leu Ala Trp Tyr
515 520 525

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Thr
530 535 540

Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly
545 550 555 560

Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile Ser Arg Val Gln Val Glu Asp Ile Gly
565 570 575

Ile Tyr Tyr Cy= Leu Gln Ala Tyr Asn Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gly
580 585 590

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Fhe
595 600 605

Ile Phe Pro Pre Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
610 615 620

Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trcp
625 630 635 640

Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr
€45 650 655

Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
660 665 670
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Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu val
675 680 685

Thr Hig Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
&30 695 700

Glu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
705 710 715 TZ20

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
725 730 T35

Gly Gly Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
740 745 750

Gly Asn Ser Leu Thr Leu Ser Cys Val Rla Ser Gly Fhe Thr Fhe Ser
755 760 765

hgn Tyr Gly Met Hig Trp Ile Arg Gln Ala Pro Lys Lys Gly Leu Glu
770 175 T8O

Trp Ile Ala Met Ile Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Met Asn Tyr Ala Asp
785 750 7585 800

Thr Val Lys Gly Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
BO5 810 Bl5

Leu Tyr Leu Glu Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr
820 825 830

Tyr Cys Ala Val Pro Thr Ser His Tyr Val Val Asp Val Trp Gly Gln
835 840 845

Gly Val Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
850 855 860

Phe Prgo Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
BeS 870 875 380

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Fro Glu Pro Val Thr Val Ser
885 830 895
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Trp Asn Ser Gly Ala
900

Leu Gln Ser Ser Gly
915

Ser Ser Ser Leu Gly
530

Fro Ser Asn Thr Lys
945

<210> 4

<211> 475

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de fusion

<400> 4

Met Gly Trp Ser Cys
1 L]

¥al His Ser Gln Val
20

Pro Gly Gly Ser Leun
35

Ser Ser Tyr Ala Met
50

Glu Trp Val Ser Ala
65

Asp Ser Val Lys Gly

Thr Leu Tyr Leu Gln
100

Tyr Tyr Cys Ala Arg
115

Val Arg Tyr Phe Asp
130

Leu

Leu

Thr

Val
250

Ile

Elu

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

Gly

Val

Thr

Tyr

Gln

935

Asp

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

Phe

Asn

Lys

135

ES 2733324713

Ser

Ser

320

Thr

Lys

Val

Ser

40

Val

Rla

Sar

Gly
120

Gly

Gly

905

Leu

Tyr

Lys

FPhe

Glu

25

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

105

ASD

Gln

Val

Ser

Ile

Val

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser
90

Arg

Thr

Gly

40

His

Ser

Cys

Flu
955

Val

Gly

Ala

Ala

Thr

T3

Arg

Ala

His

Thr

Thr

Val

Asn

940

Pro

Ala

Gly

Ser

FPro

&0

Arg

Asp

Glu

Lys

Leu
140

Phe

Val

925

Val

Lys

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Pro

125

Val

Fro

910

Thr

Agsn

Ser

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Tyr

Thr

Ala

Val

His

Cys

Thr
15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

Val

Yal

Pro

Lys

Gly

=ln

Fhe

Ala

B0

Asn

Val

Tyr

Sar
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Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
145 150 155 160

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
165 170 175

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
180 185 130

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
195 200 205

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
210 215 220

Thr Tyr Ile Cys RAsn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
225 230 235 240

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
245 250 255

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ber Val Phe Leu Phe Pro
260 265 270

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
275 280 285

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
290 285 300

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
305 310 318 320

Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
325 330 335

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
340 345 350

Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
355 360 365
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Gly Gln Pro Arg
370

Glu Leu Thr Lys
385

Tyr Pro Ser Asp

Aan Asn Tyr Lys
420

Phe Leu Val Ser
435

Asn Val Phe Ser
450

Thr Gln Lys Sar
465

<210>5

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly Phe Thr Phe
1

<210> 6

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala Ile Asn Ala
1

Gly

<210>7

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7

E1lu

Asn

Ile

405

Thr

Lys

Cys

Lau

Fro

Gln
350

Ala

Thr

Ien

Ser

Sar
470

Gln
375

val

Val

Fro

Thr

Val

455

Leu

ES 2733324713

Val Cys

Ser Leu

Glu Trp

Pro Val
425

Vval Asp
440

Met His

Sar Pro

Ser Ser Tyr Ala Met

5

Ser Gly Thr Arg Thr

5

Thr

Ser

Glu

410

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser
10

Leu

Cys

335

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
475

Pro
380

Ala

ABnD

Ser

Arg

Leu
460

Fro

Val

Gly

Asp

445

His

Ser

Lys

Gln

Gly

430

Gln

Asn

Arg

Gly

Pra

415

Ser

Gln

His

Asp

Fhe
400

Glu

Fhe

Gly

Tyr

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

10

42
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Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr
1 5 10

Val

<210> 8

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu
1 5 10

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 9

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 10

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 10

Len Gln Ile Tyr Asn Met Pro Ile
1 5

<210> 11

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Zln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Fhe
20 25

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ser Ala Ile Asn Ala Ser Gly Thr Arg Thr Tyr
50 55

43

Val Arg Tyr Phe Asp
15

Ala

Val Gln Pro Gly Gly
15

Thr Phe Ser Sar Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Val
45

Tyr Ala Asp Ser Val
60
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 g0

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
g5 90 95

Ala Arg Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr
100 105 110

FPhe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 1240 125

<210> 12

<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Agp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

zlu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg lLeu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val Proc Ala Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Sar Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 75 8o

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Ile Tyr Asn Met Pro
BES 80 95

Ila Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
100 105 110

<210> 13

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector peptidico

<400> 13
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

20 25 30

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido de cartografia de epitopos

<400> 14

Ile Gly Gln Asn Met Val Thr Ile Val Gln Ser Asn Gly Asn Leu
1 5 10 15

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de cartografia de epitopos

<400> 15

Asn Met Val Thr Ile Val Gln Ser Asn Gly Asn Leu Asp Pro Val
1 5 10 15

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de cartografia de epitopos

<400> 16

Gln Ser Asn Gly Asn Leu Asp Fro Val Glu Ser Fro Glu Gly Tyr
1 5 10 15

<210> 17

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector peptidico

<400> 17

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

45
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REIVINDICACIONES

Una lanzadera de barrera hematoencefélica que comprende una entidad efectora cerebral, un conector y una
entidad de uniébn monovalente que se une a un receptor de transferrina, en la que el conector acopla la entidad
efectora a la entidad de unién monovalente que se une a la receptor de transferrina, en la que la entidad de
union monovalente que se une al receptor de transferrina comprende un scFab dirigido al receptor de
transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de
aminoacidos de SEQ. ID. NO 14, 150 16 y en la que la entidad efectora cerebral se selecciona del grupo que
consiste en farmacos para trastornos neurolégicos, factores neurotréficos y anticuerpos dirigidos a una diana
cerebral seleccionada del grupo que consiste en B-secretasa 1, AB, factor de crecimiento epidérmico, receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico, Tau, Tau fosforilado, apolipoproteina E4, alfa-sinucleina, fragmentos
oligoméricos de alfa-sinucleina, CD20, huntingtina, proteina pridnica, cinasa de repeticién rica en leucina 2,
parkina, presenilina 2, gamma-secretasa, receptor de muerte 6, proteina precursora del amiloide, receptor de
neurotrofina p75 y caspasa 6.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 1, en la que la entidad efectora cerebral se
selecciona del grupo que consiste en proteinas, polipéptidos y péptidos.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 2, en la que la entidad de unién monovalente
que se une al receptor de transferrina que comprende un scFab dirigido al receptor de la transferrina que
reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID. NO 14, 15 o 16 esta acoplada al extremo C-terminal de la entidad efectora cerebral mediante el
conector.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la entidad efectora cerebral
comprende un anticuerpo de longitud completa dirigido a la diana cerebral.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 4, en la que el anticuerpo de longitud completa
es una IgG de longitud completa.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 5, que comprende el anticuerpo IgG de longitud
completa como entidad efectora cerebral, el conector y un scFab dirigido al receptor de transferrina que
reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID. NO 14, 15 0 16, en el que el scFab se acopla por el conector al extremo C-terminal de la parte Fc de
una de las cadenas pesadas del anticuerpo IgG.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 4-6, en la que la entidad efectora es un
anticuerpo de longitud completa dirigido a AB.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 7, en la que el anticuerpo dirigido a AR
comprende (a) H-CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 5; (b) H-CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 6; (c) H-CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID. NO 7; (d) L-CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 8; (e)
L-CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 9 y (f) L-CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 10.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 8, en la que el anticuerpo dirigido a Abeta
comprende un dominio V1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 11 y un dominio VL
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO 12.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 4 a 6, en la que la entidad efectora es un
anticuerpo de longitud completa dirigido a Tau fosforilado.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 4 a 6, en la que la entidad efectora es un
anticuerpo de longitud completa dirigido a alfa-sinucleina.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el conector es un conector
peptidico.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 12, en la que el conector peptidico es una
secuencia de aminoacidos con una longitud de al menos 20 aminoacidos.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 13, en la que el conector peptidico es una
secuencia de aminoacidos con una longitud de 25 a 50 aminoacidos.

La lanzadera de barrera hematoencefélica de la reivindicacion 1, en la que la entidad de unién monovalente
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que se une al receptor de transferrina comprende una entidad CH2-CH3 de Ig y un scFab dirigido al receptor
de transferrina que reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID. NO 14, 15 0 16, en la que el scFab se acopla a un extremo C-terminal de la entidad
CH2-CH3 de Ig por un segundo conector.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de la reivindicacion 15, que comprende la entidad efectora cerebral,
el conector, el dominio CH2-CH3 de Ig, el segundo conector y un scFab dirigido al receptor de transferrina que
reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID. NO 14, 15 0 16, en la que la entidad efectora cerebral se acopla por el primer conector a un extremo
N-terminal del dominio CH2-CH3 de Ig y el scFab se acopla a un extremo C-terminal del dominio CH2-CH3 de
Ig por el segundo conector.

La lanzadera de barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 15 o 16, en la que la entidad CH2-CH3 de Ig
es una entidad CH2-CH3 de IgG.

Una proteina de fusion para transportar una entidad efectora cerebral a través de la barrera hematoencefalica
que comprende una entidad CH2-CH3 de Ig, un conector y un scFab dirigido al receptor de transferrina que
reconoce un epitopo en el receptor de transferrina comprendido dentro de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID. NO 14, 15 0 16, en la que el scFab se acopla a un extremo C-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig
por el conector y en la que la entidad efectora cerebral se selecciona del grupo que consiste en farmacos para
trastornos neuroldgicos, factores neurotroficos y fragmentos de anticuerpo dirigidos a una diana cerebral
seleccionada del grupo que consiste en scFv, Fv, scFab, Fab, VHH, F(ab')2 o péptidos dirigidos a una diana
cerebral y en el que la diana cerebral se selecciona del grupo que consiste en 3-secretasa 1, AB, factor de
crecimiento epidérmico, receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico, Tau, Tau fosforilado, apolipoproteina
E4, alfa-sinucleina, fragmentos oligoméricos de alfa-sinucleina, CD20, huntingtina, proteina prionica, cinasa de
repeticion rica en leucina 2, parkina, presenilina 2, gamma-secretasa, receptor de muerte 6, proteina precursora
del amiloide, receptor de neurotrofina p75 y caspasa 6.

La proteina de fusidn para transportar la entidad efectora cerebral a través de la barrera hematoencefalica de
la reivindicacion 18, en la que el conector es un conector peptidico.

La proteina de fusion de las reivindicaciones 18 o 19, en la que la entidad CH2-CH3 de Ig es una entidad CH2-
CH3 de IgG.

Un conjugado que comprende una proteina de fusién para transportar una entidad efectora cerebral a través
de la barrera hematoencefalica de las reivindicaciones 18 o 19 y la entidad efectora cerebral acoplada a un
extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig de la proteina de fusién mediante un conector.

El conjugado de la reivindicacion 21, en el que la entidad efectora cerebral se selecciona del grupo que consiste
en proteinas, polipéptidos y péptidos.

El conjugado de la reivindicacién 22, en el que un extremo C-terminal de la entidad efectora esta acoplado al
extremo N-terminal de la entidad CH2-CH3 de Ig por el conector.
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Fig. 13A
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Fig. 14E
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