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DESCRIPCION

Proteinas de repeticion de dipéptidos como objetivo terapéutico en enfermedades neurodegenerativas con expansion
de repeticién de hexanucleétidos

La presente invencion se refiere a anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen
especificamente a un péptido que consiste en repeticiones de dipéptidos (Gly-Ala),, en las que a es un nimero entero
de 16 o mas en los que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las secuencias de
aminoacidos HCDR1 a HCDR3 y LCDR1 a LCDR3 como se especifica en el presente documento.

Antecedentes de la invencion.

Los trastornos neurodegenerativos se caracterizan generalmente por depodsitos de proteinas que significan
enfermedad. Ademas, en una serie de enfermedades neurodegenerativas, las mutaciones que causan variantes
genéticamente heredadas de la enfermedad se asociaron con los genes que codifican los depédsitos de proteinas, sus
precursores o sus enzimas moduladoras. El analisis funcional de estas variantes genéticas ayudé fundamentalmente
a comprender los mecanismos asociados a la enfermedad de la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de
Parkinson (Gasser et al., 2011, Haass et al., 2007). La degeneracion lobular frontotemporal (FTLD) y la esclerosis
lateral amiotréfica (ALS) son los extremos de un espectro de trastornos neurodegenerativos superpuestos asociados
de forma variable con demencia, cambios de personalidad, anormalidades del lenguaje y debilidad muscular
progresiva (Josephs et al., 2011; Mackenzie et al., 2010; Rademakers et al., 2012). La investigacion sobre ALS y FTLD
se aceler6 dramaticamente mediante la identificacion de la proteina TDP-43 de union a ARN/ADN (proteina de unién
a ADN de Tar de 43 kDa) como una proteina depositada abundantemente (Arai et al., 2011; Neumann et al., 2006) y
por el descubrimiento de que las mutaciones en TARDBP causan variantes familiares de ambas enfermedades
(Benajiba et al., 2009; Sreedharan et al., 2008). La mayoria de los casos muestran inclusiones intracelulares que son
fuertemente positivas para TDP-43 fosforilada. Estos hallazgos también ayudaron a desarrollar el concepto de que
ALS y FTLD son trastornos multisistémicos con caracteristicas clinicas y patoldgicas superpuestas y causas
funcionales y genéticas similares (Rademakers et al., 2012; Sieben et al., 2012) y que, por lo tanto, se clasifican como
FTLD-TDP, FTLD/ALS-TDP o ALS-TDP. Ademas del gen TDP-43, y el conocido SOD1 (superoxido dismutasa 1), se
descubrieron otros genes/factores de riesgo relacionados con ALS y/o FTLD, que incluyen los genes FUS (fusionado
en sarcoma), OPTN (optineurina), ataxina 2, Chmp2B, VCP (proteina que contiene valosina), TMEM106B, GRN
(Progranulina), PFN (Profilina) y C9orf72. Se han encontrado expansiones patoldgicas repetidas en C9orf72 en
aproximadamente el 40% de los pacientes con ALS familiar y en el 20% con FTLD familiar, lo que demuestra que
C90rf72 es la causa genética mas comun de estos trastornos incurables.

Recientemente, la expansion de una repeticion de hexanucle6tidos GGGGCC en el gen C9orf72 se ha identificado
como la mutacion patégena mas comun en familias con FTLD, FTLD/ALS y ALS autosémico dominante (DeJesus-
Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011 ; Gijselinck et al., 2012). Se revelé ademas que la expansion de repeticion
de hexanucledtidos dentro de la region reguladora del gen C9orf72 es la causa mas comun de esclerosis lateral
amiotrofica familiar y la segunda causa mas comun de degeneracion lobular frontotemporal. La expansion de repeticion
de hexanucledtidos se encuentra secuencia arriba del marco de lectura abierto de C90rf72, ya sea en el primer intrén
o en la region promotora, dependiendo de la isoforma de la transcripcion (véase la Figura 8A). Aunque el contenido
extremo de GC impide la secuenciacién en pacientes, se cree que el nimero de unidades de repeticion de GGGGCC
es de al menos varios cientos en comparacion con menos de 25 en controles sanos (van der Zee et al., 2012). Sin
embargo, los patomecanismos que conducen a la enfermedad no fueron claros.

Los pacientes con una expansién de repeticion de C9orf72 tiene sintomas clinicos similares a otros pacientes con
FTLD/ALS-TDP, pero muestran varias caracteristicas patoldgicas Unicas (Al-Sarraj et al., 2011; Boxer et al., 2011;
Bigio et al., 2012; Whitwell et al., 2012). Los agregados de TDP-43 fosforilada estan acompafiados por abundantes
inclusiones citoplasmaticas neuronales negativas para fosfo-TDP-43 similar a puntos y en forma de estrella, en
particular en el cerebelo, hipocampo y neocorteza frontotemporal que solo pueden identificarse con anticuerpos para
p62, ubiquitina o las ubiquilinas relacionadas. Estos agregados negativos para fosfo-TDP-43 son muy caracteristicos
de los portadores enfermos con la mutacion C9orf72 y estan ausentes en otras variantes de FTLD/ALS-TDP. La
identidad de la proteina o proteinas de la enfermedad en estas inclusiones y su relacién con la expansion de repeticion
de hexanucleotidos de C9orf72 se ha mantenido elusiva. A partir de la investigacion sobre otras enfermedades
neurodegenerativas con expansion de repeticion fuera del marco de lectura abierto, se han propuesto dos
patomecanismos principales:

Se cree que las expansiones repetidas en regiones reguladoras de genes no codificantes causan una enfermedad por
dos mecanismos diferentes que no son mutuamente excluyentes. Primero, debido a la inmensa longitud de la
transcripcion y/o el empalme de la expansion de repeticion, pueden verse afectados y producir haploinsuficiencia (van
der Zee et al., 2012). En segundo lugar, la toxicidad por ARN causada por el secuestro de proteinas de unién a ARN
también puede ser causante (Ranum et al., 2006). Actualmente, existe evidencia de ambas posibilidades. La
observacion de focos de ARN nuclear en pacientes con expansiones de repeticiéon de hexanucleétidos GGGGCC, un
hallazgo que, sin embargo, aun se discute de manera controvertida, sugiere que la captura de proteinas de unién a
ARN esenciales puede estar involucrada en la enfermedad. Ademas, el hallazgo de una expresion disminuida del
ARNmM de C9orf72 y una disminucion de la actividad transcripcional del promotor de C90rf72 en alelos intermedios (7-
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24 repeticiones) (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Gijselinck et al., 2012; van der Zee et al., 2012) implica una pérdida
de funcidon como mecanismo causante de la enfermedad. Estos escenarios no son mutuamente excluyentes e incluso
pueden ocurrir en paralelo.

No esta claro cémo la expansion de repeticion de C9orf72 conduce a las inclusiones caracteristicas positivas para
p62/negativas para TDP-43 y la posterior neurodegeneracion. Hay mas de 150 articulos sobre genética y patologia de
C9orf72. Sin embargo, los datos funcionales siguen siendo muy limitados.

Se divulga en el presente documento por primera vez que la mayoria de estas inclusiones caracteristicas contienen
proteinas de repeticion de dipéptidos (DPR) poli-(Gly-Ala) y, en menor medida, poli-(Gly-Pro) y poli-(Gly-Arg) que se
generan por traduccién no iniciada por ATG a partir de las repeticiones expandidas de GGGGCC en tres marcos de
lectura. Estos hallazgos vinculan directamente la mutacion genética asociada a FTLD/ALS con la patologia
caracteristica en pacientes con expansion de hexanucleétidos de C9orf72.

Hasta ahora solo hay evidencia de una traduccién no iniciada por ATG de regiones de repeticion exdnicas en dos
enfermedades (Zu et al., 2011). ATXN8 codifica un tramo natural de poli-Q que puede causar inclusiones de poli-Q
tras la expansion repetida en pacientes con ataxia espinocerebelosa tipo 8 (SCA8). La repeticion de CAG expandida
se traduce en los tres marcos de lectura (poli-Q, poli-A y poli-S) incluso después de la eliminacion del codén de inicio
endogeno. Poli-Q y poli-A se han encontrado en agregados de pacientes. Ademas, la distrofia mioténica tipo 1 (DM1)
es causada por la expansiéon de CTG en las 3'UTR del gen DMPK. Se descubrié la traduccion en agregados de poli-
Q raros en pacientes con DM1 y modelos de raton. El mecanismo subyacente se denomind traduccién no iniciada por
ATG asociada a repeticion (RAN) y esta patentado para trastornos de repeticion de tri, tetra y pentanucledtidos
(W02010/115033 A9). La traduccion RAN no se ha mostrado para repeticiones intronicas o repeticiones de
hexanucleétidos. En un articulo de comentario, Laura Ranum especula sobre la traduccion RAN en pacientes con
C9orf72 (Ashizawa y Ranum 2012). También es posible que la traduccion de las proteinas DPR se inicie desde el
codon de inicio no canonico 5' de la region de repeticion (lvanov, I. P. et al., 2011; Peabody D. S. 1989; Touriol C. et
al., 2003).

Se mostrd por primera vez una traduccién no iniciada por ATG de una expansién de repeticion intrénica, que causa
agregados positivos para p62/negativos para TDP43 de poli-GA, poli-GP y poli-GR. Este mecanismo de traduccion
inusual y el producto altamente anormal facilitaran enfoques terapéuticos mas selectivos que los posibles para otras
enfermedades neurodegenerativas. La inhibicion de la generacion o agregacion anormal de proteinas de repeticion
de dipéptidos evitara o retrasara la progresion de la enfermedad en portadores de la mutacion. La patologia de DPR
se puede utilizar para prevenir, retrasar o curar FTD/ALS en portadores de la mutacion C9orf72 desestabilizando
especificamente el ARN de C9ORF72 (intrénico) (por ejemplo, ARNpi, antisentido, que altera el empalme de C90rf72),
inhibiendo la transcripcion y/o traduccion de la repeticién en DPR (deteccion de inhibidores de traduccion especificos
de RAN) y prevencion de la agregacion o promocion de la degradacion o eliminacion de DPR (a través de compuestos
quimicos o inmunoterapia).

Es probable que se apliguen mecanismos similares para SCA36, causado por la expansion de hexanucledtidos
GGCCTG en NOP56 (Kobayashi et al., 2011). Algunos de los marcos de lectura codifican las DPR como en C9orf72,
poli-GP y poli-PR, pero con diferentes regiones flanqueantes. Por lo tanto, los farmacos terapéuticos descubiertos para
pacientes con C9orf72 también pueden ser Utiles para pacientes con SCA36.

La agregacion de repeticiones largas (Gly-Ala) no se conoce en otras proteinas humanas o virales. Sin embargo, el
virus de Epstein-Barr codifica un antigeno rico en glicina y alanina. Dillner J. et al., (1984) PNAS 81: 4652 divulga
anticuerpos contra un péptido sintético para unir el antigeno nuclear determinado por el virus de Epstein-Barr.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo
que se une especificamente a un polipéptido que consiste en repeticiones del dipéptido (Gly-Ala)s, en las que a es un
numero entero de 16 o mas, en los que el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una
secuencia de CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO:
53; una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ
ID NO: 54; y una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo
con la SEQ ID NO: 55.

y

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende EILPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 64 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDFTNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 60;

o

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 65 y una
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secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 57;
o]

(iii) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYKFIGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 69, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGTTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 66 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFTY de acuerdo con la SEQ ID NO: 59.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un producto farmacéutico que comprende el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la invencion y/o un acido nucleico que codifica
dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo de acuerdo con el primer aspecto de la invencion en el diagnoéstico in vitro de una enfermedad caracterizada
por una expansion de repeticiones gendmicas de GGGGCC, en las que la enfermedad se selecciona del grupo que
consiste en esclerosis lateral amiotréfica (ALS), demencia frontotemporal (FTD) y esclerosis lateral amiotrofica-
demencia frontotemporal (ALS-FTD).

Listado de figuras

A continuacion, se describira el contenido de las figuras comprendidas en esta memoria descriptiva. En este contexto,
consulte también la descripcion detallada de la invencion anterior y/o posterior.

Figura 1: Las repeticiones extendidas de GGGGCC se traducen en la agregacion de proteinas de repeticion de
dipéptidos (DPR). (A) Validacion de los anticuerpos especificos de DPR mediante inmunotransferencia con proteinas
de fusion GST purificadas que contienen (GA)1s, (GP)15 0 (GR)1s. (B) Los constructos de repeticion de GGGGCC con
la longitud de repeticion indicada que carecen de un ATG secuencia arriba se transfectaron en células HEK293. La
digestion de restriccion para estimar la longitud de la repeticion de los constructos transfectados (panel superior). Las
inmunotransferencias muestran la expresion dependiente de la longitud de proteinas poli-GA y poli-GP. Los productos
de poli-GA fueron detectables a partir de ~38 repeticiones (flecha). El asterisco indica banda inespecifica. Los
productos de Poli-GR no se detectaron (no se muestran). (C) Ensayo de trampa de filtro de cerebelo de paciente
(véase Figura 2). Las fracciones insolubles en Triton-X100 se resuspendieron en SDS al 2%, se filtraron a través de
membranas de acetato de celulosa y las proteinas retenidas se detectaron con los anticuerpos indicados. (D) La
fraccion insoluble en SDS de (C) se hirvié en regulador Lammli 4x (que contenia 8% de SDS) y se analiz6 por
inmunotransferencia. Las flechas marcan la parte superior del gel.

Figura 2: Sumario de hallazgos en casos de FTLD/ALS y controles. Sumario de los hallazgos inmunohistoquimicos
para las inclusiones DPR, p62 y TDP-43 para todos los pacientes analizados. La patologia de TDP-43 se examind con
anticuerpos fosfo-TDP-43 o pan-TDP-43. NE, no examinado. NA, no disponible.

Figura 3: Descripcion general de la patologia de DPR en el cerebelo. Inmunohistoquimica en la capa granular
cerebelosa que compara la inclusion tefiida con anticuerpos especificos p62, poli-GA, poli-GP y poli-GR en un paciente
con FTLD/ALS con la mutaciéon C9orf72 (TJ-1). El nimero de agregados positivos para p62 (A) es similar al niUmero
de agregados de poli-GA (B), mientras que los agregados de poli-GP y poli-GR son menos frecuentes (C, D). En
pacientes y controles, los anticuerpos poli-GR mostraron ademas una débil tincion nuclear y citoplasmatica,
probablemente debido a la reactividad cruzada con repeticiones cortas de Gly-Arg naturales presentes en varias
proteinas de unién a ADN/ARN. Las barras de escala denotan 20 ym. Capa granular cerebelosa CBL-GL.

Figura 4: las proteinas de DPR forman las inclusiones negativas caracteristicas de TDP-43 en pacientes con C9orf72.
La inmunohistoquimica con anticuerpos especificos de DPR (GA, GP, GR) revela inclusiones de poli-GA, poli-GP y
poli-GR que se asemejan a los agregados positivos para p62 en pacientes con FTLD/ALS con mutacion C9orf72
(comparese con la Figura 2). Inclusiones en forma de punto y en forma de hilo en la capa granular cerebelosa (CBL-
GL) (A-E). Inclusiones citoplasmaticas en forma de estrella (F-I) e intranucleares en forma de punto (J) en las regiones
2y 3 del cuerno de Amon del hipocampo (CA2 y CA3). Inclusion de la morfologia mixta en la capa molecular cerebelosa
(CBL-ML) y la capa granular de giro dentado (DG-GL) (K, L). Téngase en cuenta que en pacientes y controles, los
anticuerpos poli-GR mostraron ademas una débil tincidon nuclear y citoplasmatica. Las barras de escala denotan 20
pm. La especificidad anti-GA y anti-GP se confirmd mediante experimentos de incubacion previa con antigenos
recombinantes (Figura 5 A-F). La validacion de anti-GR solo fue posible mediante experimentos de
inmunotransferencia (Figura 1A), porque el antigeno poli-GR se unia directamente al tejido (Figura 5 G-K). (M-O) La
inmunofluorescencia doble revela la composicion de los agregados de DPR en pacientes TJ1 con FTLD/ALS por
C90rf72. No se observd colocalizacion de proteinas de DPR con fosfo-TDP-43 (véase la Figura 6). Las barras de
escala denotan 10 pm.

Figura 5: La incubacion previa con antigenos poli(Gly-Ala) y poli(Gly-Pro) confirma la especificidad de los anticuerpos
anti-GA y anti-GP. Inmunohistoquimica en la region del hipocampo CA4 del caso TJ-1 de mutacion C9orf72 tefiido con
anticuerpos contra poli-GA, poli-GP y poli-GR incubados previamente con GST-(GA)s, GST-(GP)+s5, GST-(GR)15 0
GST (indicado en rosado). La incubacion previa con GST-(GA)1s y GST-(GP)1s bloquea completamente las sefales
de tincion (comparar (A) y (B) para anti-GA y (D) y (E) para anti-GP). Sorprendentemente, GST-(GR)1s mejord
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fuertemente las sefiales de poli-GR aparentes (comparar (G) y (H)). Esto se debié a la unién directa de la proteina
GST-(GR)45 cargada positivamente al tejido (presumiblemente a ADN, ARN vy fosfolipidos), ya que un anticuerpo anti-
GST mostré un patron de tincion mejorado idéntico cuando se incubd previamente con GST-(GR)1s (comparar el panel
(J) y (K)). La incubacion previa con GST no perjudico la deteccion inmunohistoquimica de poli-GA, poli-GP y poli-GR
(C, F, I). Las barras de escala denotan 20 pm.

Figura 6: Los agregados de DPR se colocalizan con p62 pero no con TDP-43. La inmunofluorescencia del paciente
TJ-1 con C90rf72 con los anticuerpos indicados no revela una agregacion conjunta de poli-GA y poli-GP con agregados
positivos para fosfo-TDP-43 en el hipocampo (A-C). Sin embargo, similar a poli-GA (Figura 4M), poli-GP y poli-GR se
localizaron conjuntamente con agregados positivos para p62 (D, E). El depdsito de poli-GA se observé ocasionalmente
dentro de agregados de fosfo-TDP-43, pero nunca al revés, lo que indica que el depdsito de poli-GA precede a la
agregacion de TDP-43 (F). Colocalizacion de inclusiones positivas para p62 y DPR en el cerebelo y la region CA4 del
hipocampo cuantificadas por inmunofluorescencia doble en tres pacientes con mutacion C9orf72 (TJ-1, TJ-2 y TJ-3).
En el cerebelo, en total, se contabilizaron 370 a 822 (analisis de poli-GA), 123 a 566 (analisis de poli-GP) y 211 a 596
(analisis de poli-GR) por paciente. En CA4 en total se analizaron 48-73 inclusiones por paciente para cada especie de
DPR (G). Las barras de escala denotan 10 um. CA3 y CA4, regiones 3 y 4 del cuerno de Amon del hipocampo; DG-
GL, capa granular del giro dentado.

Figura 7: la patologia de DPR es especifica para pacientes con expansion de repeticion de hexanucleotidos C9orf72.
(A, B) La inmunohistoquimica con anticuerpos especificos de poli-GA (GA) no detecta agregados en un paciente con
FTLD-TDP (TJ-13) sin expansion de repeticion C90rf72 y un caso con enfermedad de Huntington (TJ-11). Las
inclusiones de fosfo-TDP-43 y Huntingtina son facilmente detectables. Capa granular de giro dentado (DG-GL) y
corteza frontal, respectivamente. (C) Inclusiones positivas para Poly-GA pero sin inclusiones de fosfo-TDP-43 en la
corteza temporal del paciente TJ-10 con mutacién C9orf72 diagnosticada con FTLD-UPS. Las barras de escala
denotan 20 um.

Figura 8: Regulacion diferencial de transcripciones de C90rf72 en portadores de la mutacion. (A) Estructura genémica
de C9orf72 (dibujada no a escala). (B) El analisis por gPCR muestra una disminucion de la expresion del ARNm de
C9orf72 maduro empalmado en el cerebelo de los casos de mutacién C9orf72. Los cebadores del exdn 2 a 3 detectan
todas las isoformas C9orf72. Los cebadores del exén Ib a 2 detectan transcripciones alternativas que carecen de la
expansion de repeticiones. (C) Expresion fuertemente aumentada de transcripciones sentido y antisentido que
contienen el intrén 1 de C9orf72. Los cebadores utilizados para la transcripcion inversa especifica de cadena y gq°PCR
se representan en (A). Los datos son la media +/- SEM. * denota p <0,05, # denota p <0,058 (prueba t de Student).
Cerebelo de N = 3 pacientes con C9orf72 y N = 6 controles incluyendo individuos sanos y pacientes con FTLD/ALS
sin mutacion C9orf72 (como en la Figura 1C/D).

Figura 9: Identificacion de proteinas de union especifica de la repeticion de hexanucleétidos GGGGCC. (A) Geles
representativos tefiidos con plata que muestran proteinas extraidas por los respectivos ARN que contienen
repeticiones. Los extractos nucleares de HEK293 se incubaron con las sondas de ARN indicadas con (+) o sin (-) un
exceso de 50 veces de competidor de ARN no biotinilado. Las uniones de ARN/proteina se debilitaron con una
concentracion creciente de NaCl. En presencia del competidor GGGGCC (G+), se inhibié la unién de la proteina al
ARN y aumentaron las proteinas en la fraccion a través del flujo (FL). Los carriles encajonados en fracciones de elucion
de NaCl 500 mM se cortaron para la identificacion de proteinas por LC-MS/MS. (B) Andlisis de transferencia Western
que confirma la union especifica de la repeticion de GGGGCC de proteinas seleccionadas. Alicuotas de proteinas
eluidas a diferentes concentraciones de sal fueron sometidas a electroforesis, y la transferencia Western se realizé
usando los anticuerpos indicados. Todas las proteinas muestran la unién especifica de repeticion de GGGGCC a altas
concentraciones de NaCl. Téngase en cuenta que la union estaba completamente bloqueada por un exceso de 50
veces de GGGGCC no marcada (+). HhRNP F, que no es una de las 20 proteinas de union especificas de repeticion
de GGGGCC, se usa como control negativo. A, repeticiones de AAAACC; FL, flujo a través; G, repeticiones de
GGGGCC.

Figura 10: Listado de 20 proteinas seleccionadas que se unen especificamente a las repeticiones de GGGGCC. Se
seleccionaron 20 proteinas como proteinas de unién a la repeticion de GGGGCC especificas con base en los estrictos
criterios descritos en el Ejemplo 9. El valor cuantitativo refleja la cantidad de proteina relativa estimada a partir de la
intensidad de la seial de LC-MS/MS derivada de la elucion 500mM usando el software Scaffold. En presencia de la
repeticion de GGGGCC no biotinilada el competidor (competicién) de unién de todas las proteinas se suprime
eficazmente. Ademas, estas proteinas muestran al menos 2 veces mas union a la repeticion de ARN GGGGCC (GC)
en comparaciéon con la repeticion de ARN AAAACC (AC). Los valores cuantitativos mostrados en el presente
documento fueron los promedios de tres experimentos independientes.

Figura 11: Identificacion de anticuerpos que se unen especificamente a la repeticion de GGGGCC. (A) Un analisis
representativo de transferencia Western que muestra la unién de anticuerpos especificos de GA seleccionados
mediante inmunotransferencia con proteina de fusién de GST purificada que contiene la GA-DPR (GA)1s. Alicuotas de
proteinas se sometieron a electroforesis, y la transferencia Western se realizd usando los anticuerpos indicados (GA
5E9, GA 5F2, GA 1A12). Las proteinas de fusion de GST que contienen GP-DPR, GR-DPR, AP-DPR, PR-DPR se
usaron como control para la especificidad de unién a GA. (B) Experimentos de ELISA que demuestran una alta afinidad
de los anticuerpos especificos de GA. Los anticuerpos se incubaron con cantidades crecientes de proteina de fusion
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de GST (GA)15 y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm. El anticuerpo 2C8 de GST se usé como
control. Para determinar la especificidad de unién de los anticuerpos GA seleccionados, se realizé un ELISA. Por lo
tanto, las placas ELISA se recubrieron con anticuerpos anti-ratén de burro (adsorbidos contra Ig de rata, 100 ng/pozo)
seguido por una etapa de bloqueo (1% de BSA en BBST). Las placas recubiertas previamente se incubaron con
anticuerpos de captura anti-GA o anti-GST de ratén (100 pyL de sobrenadante de hibridoma diluido 1/5) y luego se
incubaron durante 1 hora a 37 °C con una serie de diluciones de GST-(GA)15. El antigeno unido se detectd con
anticuerpo anti-GST de rata y un anticuerpo secundario HRP anti-rata de burro (adsorbido contra 40 ng/pozo de Ig de
raton). Para el analisis cuantitativo, las placas se incubaron con sustrato TMB de HRP. La reaccion de color se detuvo
con HCl y se midio la absorbancia a 450 nm.

Figura 12: Secuencias de regiones variables de cadena ligera y regiones variables de cadena pesada de anticuerpos
GA 1A12, GA 5E9 y GA 5F2. En este documento se muestran las secuencias de las regiones variables de cadenas
ligeras (LCVR) y cadenas pesadas (HCVR). Las secuencias de las LCVR son idénticas, sin embargo, las secuencias
de las HCVR difieren en los tres anticuerpos anti-GA diferentes (GA 1A12, GA 5E9, GA 5F2).

Las secuencias de las LCVR y HCVR pueden determinarse como comunes en la técnica. Por ejemplo, los datos se
pueden obtener como se describe en http://antibody.bath.ac.uk/align.html. Las secuencias de las CDR dentro de la
respectiva cadena pesada vy ligera se indican con letras mayusculas. Las regiones marco intermedias se indican en
letras minusculas.

Descripcion detallada de la invencion

Antes de que la presente invencién se describa en detalle a continuacién, debe entenderse que esta invencién no se
limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos en el presente documento, ya que pueden variar.
También debe entenderse que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propdsito de describir
realizaciones particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitado
solo por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en este documento tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por un experto en la
materia.

Definiciones

A continuacién, se proporcionan algunas definiciones de términos frecuentemente usados en esta memoria
descriptiva. Estos términos tendran, en cada caso de su uso, en el resto de la memoria descriptiva el significado
definido respectivamente y los significados preferidos.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario,
la palabra "comprender”, y variaciones tales como "comprende” y "que comprende", deben entenderse que implican
la inclusion de un numero entero o etapa establecido o grupo de nimeros enteros o etapas, pero no la exclusion de
ningun otro nimero entero o entero o grupo de nimeros enteros o etapas.

Como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno, una"y
"el, la" incluyen referencias al plural, a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

Como se usa en el presente documento, un "individuo" significa cualquier mamifero, reptil o ave que pueda
beneficiarse de la presente invencion. Preferiblemente, se selecciona un individuo del grupo que consiste en animales
de laboratorio (por ejemplo, ratén, rata o conejo), animales domésticos (incluyendo, por ejemplo, conejillo de indias,
conejo, caballo, burro, vaca, oveja, cabra, cerdo, pollo, pato, camello, gato, perro, tortuga terrestre, tortuga de mar,
serpiente o lagarto), o primates, incluidos chimpancés, bonobos, gorilas y seres humanos. Se prefiere particularmente
que el "individuo" sea un ser humano.

Un "paciente" es cualquier receptor de servicios de atencion médica. Por lo general, el paciente esta enfermo o
lesionado, o es susceptible a enfermedades o lesiones o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad y, por lo tanto,
necesita tratamiento por parte de un médico, asistente médico, enfermera registrada de practica avanzada, veterinario
u otro proveedor de atencidon médica. Como se usa en este documento, un paciente significa cualquier mamifero, reptil
0 pajaro que pueda beneficiarse de la invencion descrita en este documento. Preferiblemente, se selecciona un
"paciente" del grupo que consiste en animales de laboratorio (por ejemplo, ratén o rata), animales domésticos (por
ejemplo, conejillo de indias, conejo, caballo, burro, vaca, oveja, cabra, cerdo, pollo, camello, gato, perro, tortuga
terrestre, tortuga de mar, serpiente o lagarto) o primates, incluidos chimpancés, bonobos, gorilas y seres humanos.
Se prefiere particularmente que el "paciente" sea un ser humano.

El término "tejido", como se usa en el presente documento, se refiere a un conjunto de células del mismo origen que
cumplen una funcion especifica de manera concertada. Los ejemplos de un tejido incluyen pero no se limitan a tejido
nervioso, tejido muscular, hueso, cartilago, tejido conectivo y tejido epitelial. Multiples tejidos juntos forman un "érgano"
para llevar a cabo una funcién especifica. Los ejemplos de un érgano incluyen, pero no se limitan a, cerebro, musculo,
corazon, sangre, esqueleto, articulacion, higado, rifién, estomago y piel.

El término "célula" como se usa en el presente documento puede referirse a una célula procariota (por ejemplo, una
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célula bacteriana) o una célula eucariota (por ejemplo, una célula de hongo, vegetal o animal). Los organismos
multicelulares comprenden varios tipos de células diferenciadas para cumplir diferentes funciones en dicho organismo.
Estas incluyen, entre otras, células madre, células madre embrionarias, células del sistema nervioso, células
sanguineas, células del sistema inmunitario, células mesenquimales, células epiteliales, células intersticiales, células
de metabolismo y almacenamiento, células de glandulas, células de matriz extracelular, células contractiles, células
pigmentarias, células germinales y células tumorales. El término "célula", como se usa en el presente documento,
también se refiere a aquellas células que se eliminan de su entorno natural, tales como células primarias aisladas o
lineas celulares de cualquiera de los tipos de células nombrados anteriormente. Tipicamente, se usan células tales
como células bacterianas, células de levadura, células primarias aisladas o lineas celulares en ensayos
biotecnoldgicos. En el contexto de la presente invencién, la célula primaria aislada o las lineas celulares son
preferiblemente de origen mamifero.

Los términos "polinucledétido” y "acido nucleico” se usan indistintamente en el presente documento. Las moléculas de
acido nucleico se entienden como una macromolécula polimérica u oligomérica hecha de monémeros de nucleotidos.
Los mondmeros de nucledtidos estan compuestos de una nucleobase, un azlcar de cinco carbonos (como, entre
otros, ribosa o 2'-desoxirribosa) y uno a tres grupos fosfato. Tipicamente, un polinucleétido se forma a través de
enlaces fosfodiéster entre los monémeros de nucleétidos individuales. En el contexto de la presente invencion, las
moléculas de acido nucleico referidas incluyen, pero no se limitan a, acido ribonucleico (ARN), &acido
desoxirribonucleico (ADN) y mezclas de los mismos, como por ejemplo, hibridos de ARN-ADN, asi como ADNc, ADN
gendmico, ADN recombinante, ARNc y ARNm. Un acido nucleico puede consistir en un gen completo, o una porciéon
del mismo, el acido nucleico también puede ser un microARN (miARN) o un ARN pequefio de interferencia (ARNpi).
Los miARN son moléculas cortas de acido ribonucleico (ARN), en promedio solo 22 nucleétidos de longitud, que se
encuentran en todas las células eucariotas. Los microARN (miARN) son reguladores postranscripcionales que se unen
a secuencias complementarias en transcripciones de ARN mensajero (ARNm) objetivo, lo que generalmente produce
represion traduccional y silenciamiento génico. Los ARN pequefios de interferencia (ARNpi), a veces conocidos como
ARN interferente corto o ARN silenciador, son acidos ribonucleicos cortos (moléculas de ARN), con una longitud de
entre 20 y 25 nucledtidos. Estan involucrados en la via de ARN de interferencia (ARNi), en la que interfieren con la
expresion de genes especificos. El acido nucleico también puede ser un acido nucleico artificial. Los acidos nucleicos
artificiales incluyen poliamida o acido nucleico peptidico (PNA), morfolino y acido nucleico bloqueado (LNA), asi como
acido nucleico glicolico (GNA) y acido nucleico de treosa (TNA). Cada uno de estos se distingue del ADN o ARN
natural por cambios en la cadena principal de la molécula.

Los métodos adecuados para detectar acidos nucleicos tales como ADN y/o ARN incluyen, por ejemplo, analisis de
transferencia Northern, analisis de transferencia Southern, ensayos de proteccion de nucleasa (NPA), hibridacion in
situ (ISH), reaccién en cadena de la polimerasa (PCR para deteccion de ADN) y reaccién en cadena de la polimerasa
de transcripcion inversa (RT-PCR para deteccion de ARN).

El término "marco de lectura abierto" (ORF) se refiere a una secuencia de nucleétidos, que puede traducirse en
aminoacidos. Tipicamente, dicho ORF contiene un codén de inicio, una region posterior que generalmente tiene una
longitud que es un multiplo de 3 nucledtidos, pero no contiene un codon de parada (TAG, TAA, TGA, UAG, UAA o
UGA) en el marco de lectura dado. Por lo general, los ORF se producen de forma natural o se construyen
artificialmente, es decir, por medio de tecnologia genética. Un ORF codifica un péptido, polipéptido o proteina donde
los aminoacidos en los que puede traducirse forman una cadena unida a péptidos.

Los términos "expresion génica" o "expresion" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren al
proceso mediante el cual se usa la informacién genética para sintetizar un producto génico funcional. Tipicamente,
dicho producto génico es un péptido, polipéptido o proteina, o un acido nucleico tal como un ARN ribosémico (ARNr),
ARN de transferencia (ARNt) o ARN nuclear pequefio (ARNnp). La expresién génica incluye los pasos de transcripcion,
empalme de ARN, traduccion y modificacion postraduccional. Preferiblemente, el término se usa para referirse a la
sintesis de un péptido, polipéptido o proteina. Por lo tanto, el término "deteccién de expresion" se usa preferiblemente
para referirse a la deteccidon de expresion de un péptido, polipéptido o proteina. Dicha deteccidn puede llevarse a cabo
mediante métodos conocidos en la técnica, en particular mediante el uso de ligandos que se unen especificamente al
péptido, polipéptido o proteina.

Normalmente, en la sintesis de proteinas, una secuencia de ADN que codifica un gen se transcribe primero en ARNm
del que se eliminan los intrones mediante empalme de ARN y los exones se unen y posteriormente se traducen para
producir una cadena de aminoacidos, que luego se pliega en una proteina.

El término "transcripcion” se refiere al proceso en el que un segmento particular de ADN, tipicamente un gen, se
transcribe en ARN mediante la enzima ARN polimerasa. Durante la transcripciéon, una ARN polimerasa lee una
secuencia de ADN, que produce una cadena de ARN antiparalela complementaria. A diferencia de la replicacion de
ADN, la transcripcion da como resultado un complemento de ARN que incluye uracilo (U) en todos los casos en los
que la timina (T) estaria presente en un complemento de ADN. Si el gen transcrito codifica una proteina, el resultado
de la transcripcion es un ARN mensajero previo (ARNm) o una molécula de ARNm, que luego se traducira en un
péptido, polipéptido o proteina. Alternativamente, el gen transcrito puede codificar genes de ARN no codificantes (tal
como microARN, ARNRcil, etc.) o ARN ribosémico (ARNr) o ARN de transferencia (ARNt), otros componentes del
proceso de ensamblaje de proteinas u otras ribozimas. El "empalme de ARN" ocurre simultaneamente o después del
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proceso de transcripcion y se refiere al proceso en el que los "intrones" comprendidos en el pre-ARNm se eliminan y
los "exones" se unen covalentemente.

El término "intron" se refiere a cualquier secuencia de nucleétidos dentro de un gen que se elimina mediante empalme
de ARN. En la técnica, el término intrén se usa tipicamente para referirse tanto a la secuencia de ADN dentro de un
gen como a la secuencia correspondiente en el transcrito de ARN que se elimina mediante empalme de ARN. Las
secuencias que se unen en el ARN maduro final después del empalme de ARN se denominan "exones". Nuevamente,
el término exdn se usa tipicamente en la técnica para referirse tanto a las secuencias de ADN dentro de un gen como
a las secuencias correspondientes en el transcrito de ARN que se unen durante el empalme de ARN después de la
eliminacion del intrén.

Los ribosomas facilitan el proceso de "traduccion" de ARNm en una cadena de aminoacidos al inducir la unién de los
ARNTt con secuencias anticodénicas complementarias a la del ARNm. Los ARNt transportan aminoacidos especificos
que se encadenan en un polipéptido a medida que el ARNm pasa y el ribosoma lo "lee". Tipicamente, la traduccion es
un proceso dependiente de AUG, en el que un codén AUG del ARNm (correspondiente a un codén ATG del ADN) se
reconoce como sitio de inicio de la traduccién que da como resultado que la metionina sea el primer aminoacido en la
cadena de aminoacidos producida. Sin embargo, también existe un mecanismo de traduccion independiente de AUG,
por ejemplo, en el que el ARNt de metionina interactia con un codén complementario a solo dos nucleétidos. En los
virus, el mecanismo de traduccion independiente de AUG incluye el uso de sitios internos de entrada de ribosomas
(IRES) que imitan estructuralmente el ARNt iniciador y manipulan los ribosomas para iniciar la traduccion en un sitio
que no es AUG.

El término "traduccion RAN" se refiere especificamente a un mecanismo de traduccion independiente de AUG de
repeticiones de nucleétidos. En la técnica anterior se ha demostrado que la traduccion RAN se produce para ARN
exonico que comprende repeticiones de trinucledtidos, tetranucledtidos y pentanucledtidos. En el trabajo que condujo
a la presente invencién, se demostré sorprendentemente que también el ARN intrénico transcrito a partir de
repeticiones de hexanucledtidos, presentes en el genoma, podria traducirse mediante traduccion RAN. Los
polipéptidos que fueron traducidos por RAN de tales repeticiones de nucledtidos pueden (pero no necesariamente
tienen que) diferir de los péptidos o polipéptidos que se tradujeron de una manera dependiente de AUG en que carecen
de la metionina inicial. Por ejemplo, la traduccion RAN puede facilitarse porque la presencia de dichas repeticiones de
nucledtidos promueve la formacién de una estructura de horquilla que posteriormente desencadena la traduccién RAN.

Los términos "cadena de aminoacidos" y "cadena de polipéptidos" se usan como sinénimos en el contexto de la
presente invencion.

En el contexto de la presente invencion, el término "péptido" se refiere a un polimero corto de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos. Tiene los mismos enlaces quimicos (péptidos) que las proteinas, pero generalmente es de longitud
mas corta. El péptido mas corto es un "dipéptido", que consta de dos aminoacidos unidos por un Unico enlace
peptidico. También puede haber un tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, etc. El péptido también puede tener una
longitud de hasta 8, 10, 12, 15, 18 o 19 aminoacidos. Un péptido tiene un extremo amino y un extremo carboxilo, a
menos que sea un péptido ciclico. En el contexto de la presente invencion, el término "repeticion de dipéptido (DPR)"
se refiere a un dipéptido de dos aminoacidos unidos por un enlace peptidico Unico que se duplica varias veces para
formar un péptido o polipéptido mas largo, es decir, una repeticion de dipéptido puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000,
8500, 9000, 9500, 10000 o mas dipéptidos unidos por enlaces peptidicos. Preferiblemente, las repeticiones de
dipéptidos estan en el intervalo de 500 a 10.000 mas preferiblemente en el intervalo de 700 a 4500. Las "repeticiones
de dipéptidos" son los productos de traduccién de las repeticiones de hexanucleétidos. El significado de este término
se describe adicionalmente mas adelante. Requiere, entre otras cosas, que la unidad de repeticion mas pequefa tenga
una longitud de seis nucledtidos, por ejemplo, en la secuencia de nucleétidos "CGCGCGCGCGCG" (SEQ ID NO: 83)
la unidad de repeticion mas pequefa es "CG" y, por lo tanto, esta secuencia es una repeticion de dinucledtidos. Por
otro lado, en la secuencia de nucledtidos GGGCCCGGGCCC (SEQ ID N: 84) la unidad de repeticion mas pequefia es
"GGGCCC"y, por lo tanto, esta es una repeticion de hexanucleétidos. Un hexanucleétido que no comprende un codén
de PARADA codificara asi un dipéptido y una serie de repeticiones de dichos hexanucledtidos codificara una repeticion
de dipéptido. Debido a la degeneracion del codigo genético, es posible que una secuencia de nucleétidos que cumpla
los criterios de ser una repeticion de hexanucleétidos codifique un dipéptido de aminoacidos idénticos, por ejemplo, la
unidad de repeticion mas pequefia de la secuencia de nucledtidos "GGTGGCGGTGGC" (SEQ ID NO: 85) es
"GGTGGC", que codifica Gly-Gly. Sin embargo, se prefiere que el dipéptido comprenda dos aminoacidos diferentes,
por ejemplo, (Gly-Ala), (Gly-Pro), (Gly-Arg), (Ala-Pro), (Pro-Arg), (Gly-Leu), (Ala-Trp), (Pro-Gly), (Ala-GIn). De lo
contrario, es decir, si los aminoacidos de un dipéptido pudieran ser idénticos, no podria determinarse para un péptido
de seis aminoacidos de longitud que hay tres repeticiones de dipéptidos, pero el experto consideraria que dicha
secuencia es un hexapéptido o una repeticion de seis veces de un monémero. En consecuencia, el término "repeticion
de dipéptido (DPR)" se refiere a un dipéptido de dos aminoacidos diferentes unidos por un enlace peptidico unico que
se duplica varias veces para formar un péptido o un polipéptido mas largo, es decir, una repeticion de dipéptido puede
comprender 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500,
6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 8500, 9000, 9500, 10000 o mas dipéptidos unidos por enlaces peptidicos.
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El término "polipéptido" se refiere a una cadena lineal Unica de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos y
preferiblemente comprende al menos aproximadamente 20 aminoacidos. Un polipéptido puede ser una cadena de una
proteina que esta compuesta de mas de una cadena, o puede ser la proteina en si misma si la proteina esta compuesta
de una sola cadena.

El término "proteina” se refiere a una molécula que comprende uno o mas polipéptidos que reanudan una estructura
secundaria y terciaria y ademas se refiere a una proteina que esta compuesta por varios polipéptidos, es decir, varias
subunidades, formando estructuras cuaternarias. La proteina a veces tiene grupos no peptidicos unidos, que pueden
llamarse grupos prostéticos o cofactores.

Un "péptido aislado", "polipéptido aislado" o "proteina aislada" se refiere a un péptido, polipéptido o proteina que se
ha removido de su entorno natural en una célula de manera que otro material celular normalmente cercano ya no esta
presente. En el contexto de la presente invencion, también péptidos, polipéptidos o proteinas producidos fuera de su
entorno celular natural, por ejemplo, por medios quimicos o por medios recombinantes en un entorno no natural, se
consideran péptidos, polipéptidos o proteinas aislados.

Los polipéptidos o proteinas (que incluyen derivados de proteinas, variantes de proteinas, fragmentos de proteinas,
segmentos de proteinas, epitopos de proteinas y dominios de proteinas) pueden modificarse adicionalmente mediante
modificacion quimica. Por lo tanto, un polipéptido modificado quimicamente puede comprender grupos quimicos
distintos de los residuos encontrados en los 20 aminoacidos naturales. Los ejemplos de tales otros grupos quimicos
incluyen, sin limitacién, aminoacidos glicosilados y aminoacidos fosforilados. Las modificaciones quimicas de un
polipéptido pueden proporcionar propiedades ventajosas en comparacion con el polipéptido parental, por ejemplo, uno
0 mas de mayor estabilidad, mayor vida media biolégica o mayor solubilidad en agua. Las modificaciones quimicas
incluyen sin limitacion: PEGilacién, glicosilacion de polipéptidos parentales no glicosilados. Dichas modificaciones
quimicas aplicables a las variantes utilizables en la presente invencién pueden ocurrir con la traduccién o posterior a
la traduccion.

Una "proteina antigénica" como se menciona en la presente solicitud es un polipéptido como se definié anteriormente
que contiene al menos un epitopo. Un "fragmento antigénico" de una proteina antigénica es una secuencia parcial de
dicha proteina antigénica que comprende al menos un epitopo. Para fines de inmunizacién, solo aquellas partes de
una proteina que son relevantes provocan una respuesta inmune. Por lo tanto, el constructo de acido nucleico no
necesita codificar la proteina antigénica de longitud completa como se encuentra en, por ejemplo, una célula enferma,
una célula cancerosa o un patégeno. Un fragmento acortado de dicha proteina es suficiente siempre que su secuencia
de aminoacidos comprenda el epitopo o epitopos responsables del reconocimiento de la proteina antigénica por el
sistema inmunitario. El término "antigeno", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula o
parte de una molécula, que incluye pero no se limita a acido nucleico, aminoacido, péptido, polipéptido, proteina,
carbohidrato y lipido, al que se une un ligando de la invencién.

El término "epitopo" como se usa en el presente documento se refiere a un determinante antigénico, que es parte de
un antigeno que esta unido especificamente por un ligando de la invencion, preferiblemente un anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo. Los epitopos generalmente consisten en agrupaciones de moléculas quimicamente
activas en la superficie, tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar, y generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos de un antigeno
pueden ser un epitopo conformacional o un epitopo no conformacional, es decir, un epitopo lineal. Los epitopos
conformacionales y no conformacionales se distinguen porque la unién al primero pero no al ultimo se pierde en
presencia de disolventes desnaturalizantes. Un epitopo conformacional se compone de secciones discontinuas de la
secuencia de aminoacidos del antigeno. Estos epitopos interactian con el ligando en funcién de las caracteristicas de
la superficie tridimensional y la forma o estructura terciaria del antigeno. La mayoria de los epitopos son
conformacionales. Por el contrario, los epitopos lineales interactian con el ligando en funcién de su estructura primaria.
Un epitopo lineal esta formado por una secuencia continua de aminoacidos del antigeno. Los epitopos
conformacionales comprenden preferiblemente entre 8 y 20 aminoacidos discontinuos, preferiblemente entre 8 y 15
aminoacidos. Los epitopos lineales tienen una longitud de entre 6 y 20 aminoacidos, mas preferiblemente entre 8 y 15
aminoacidos.

Los péptidos, polipéptidos o proteinas pueden detectarse a través de diversos métodos que incluyen, pero no se
limitan a, un ensayo de trampa de filtro, transferencia Western, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
inmunohistoquimica (IHC), inmunocitoquimica (ICC) y cromatografia de exclusion por tamafio. (SEC).

La "inmunotincién" que incluye pero no se limita a inmunohistoquimica (IHC) o inmunocitoquimica (ICC), es un método
basado en anticuerpos para detectar una proteina especifica en una muestra. El término inmunotinciéon se usé
originalmente para referirse a la tincion inmunohistoquimica de secciones de tejido. Ahora, sin embargo, la
inmunotincidon abarca una amplia gama de técnicas utilizadas en histologia, biologia celular y biologia molecular que
utilizan métodos de tincién basados en anticuerpos. Mientras que los primeros casos de tincion con IHC usaban tintes
fluorescentes, otros métodos no fluorescentes que usan enzimas como la peroxidasa y la fosfatasa alcalina ahora se
usan con mas frecuencia. Estas enzimas son capaces de catalizar reacciones que producen un producto coloreado
que es facilmente detectable por microscopia 6ptica. Alternativamente, los elementos radiactivos pueden usarse como
marcadores, y las inmunorreacciones pueden visualizarse mediante autorradiografia. La preparacion o fijacion de
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tejidos es esencial para la preservacion de la morfologia celular y la arquitectura de los tejidos. La fijacion inadecuada
o prolongada puede disminuir significativamente la capacidad de unién del anticuerpo. Muchos antigenos pueden
demostrarse con éxito en secciones de tejido embebidas en parafina fijadas con formalina. La optimizacién de los
métodos y tiempos de fijacion, el pretratamiento con agentes bloqueantes, la incubacién de anticuerpos con alto
contenido de sal y la optimizacién de los reguladores de lavado y los tiempos de lavado posteriores al anticuerpo
pueden ser importantes para obtener inmunotincion de alta calidad.

La "cromatografia de exclusion por tamafo (SEC)" es un método cromatico que permite la separacion de moléculas
en solucioén, por ejemplo, proteinas, por su tamafio y, en algunos casos, por peso molecular. Tipicamente, SEC se
aplica a moléculas grandes o complejos macromoleculares como polipéptidos o proteinas. La "cromatografia de
filtracion en gel" se refiere tipicamente a una SEC en la que se usa una solucién acuosa para transportar la muestra
a través de la columna, mientras que la "cromatografia de permeacion en gel" se refiere a la SEC en la que se usa un
disolvente organico como fase movil.

El término "ensayo de retencion de filtro" y "ensayo de trampa de filiro" se usan simultaneamente en el presente
documento para referirse al andlisis de agregados de proteinas. Las proteinas purificadas se filtran a través de filtros
de acetato de celulosa que dan como resultado grandes agregados retenidos en el filtro. Posteriormente, estos
agregados unidos a la membrana pueden caracterizarse por cualquier medio o método conocido en la técnica.

La "transferencia Western" permite la deteccion de proteinas especificas (nativas o desnaturalizadas) a partir de
extractos hechos de células o tejidos, antes o después de cualquier etapa de purificacion. Las proteinas generalmente
se separan por tamafio usando electroforesis en gel antes de ser transferidas a una membrana sintética (tipicamente
nitrocelulosa o PVDF) a través de métodos de transferencia seca, semiseca o himeda. La membrana se puede
sondear usando anticuerpos usando métodos similares a la inmunohistoquimica, pero sin necesidad de fijacion. La
deteccion se realiza tipicamente usando anticuerpos unidos a peroxidasa para catalizar una reaccion
quimioluminiscente. La transferencia Western es un método de rutina de biologia molecular que se puede utilizar para
comparar semicuantitativamente o cuantitativamente los niveles de proteinas entre extractos. La separacion del
tamano antes de la transferencia permite medir el peso molecular de la proteina en comparacién con los marcadores
de peso molecular conocidos. La transferencia Western es una técnica analitica utilizada para detectar proteinas
especificas en una muestra dada de homogeneizado o extracto de tejido. Utiliza electroforesis en gel para separar
proteinas por la longitud del polipéptido (condiciones desnaturalizantes) o por la estructura tridimensional de la proteina
(condiciones nativas/no desnaturalizantes).

El "ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)" es un método de diagndstico para determinar cuantitativa
o semicuantitativamente las concentraciones de proteinas a partir de plasma sanguineo, suero o extractos de
células/tejidos en un formato de placa de multiples pozos (generalmente 96 pozos por placa). En términos generales,
las proteinas en solucion se adsorben en placas de ELISA. Los anticuerpos que se unen especificamente a la proteina
de interés se usan para sondear la placa.

La "microscopia electronica (EM)" puede usarse para estudiar la microarquitectura detallada de tejidos o células.
"Inmuno-EM" permite la deteccion de proteinas especificas en secciones de tejido ultradelgadas. Los anticuerpos
marcados con particulas de metales pesados (por ejemplo, oro) se pueden visualizar directamente mediante
microscopia electrénica de transmision.

Un "marcador”, "etiqueta” o "rétulo” es cualquier tipo de sustancia que puede indicar la presencia de otra sustancia o
complejo de sustancias. El marcador puede ser una sustancia que esta vinculada o introducida en la sustancia a
detectar. Los marcadores detectables se utilizan en biologia molecular y biotecnologia para detectar, por ejemplo, una
proteina, un producto de una reaccién enzimatica, un segundo mensajero, ADN, interacciones de moléculas, etc. Los
ejemplos de marcadores o etiquetas adecuados incluyen un fluoréforo, un croméforo, un radiomarcador, un coloide
metdlico, una enzima o una molécula quimioluminiscente o bioluminiscente. Los ejemplos de fluoréforos incluyen
varias formas de proteina fluorescente verde (GFP) tales como EnGFP, RFP, CYP, BFP, YFP, dsRed, etc,,
ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina, ficoeritrina y ficoeritrocianina), fluoresceina (isotiocianato de fluoresceina,
FITC), rodamina (isotiocianato de tetrametil rodamina, TRITC) y colorantes de cianina (tales como C2, Cy3 Cy5, Cy7).
Los ejemplos de radiomarcadores incluyen 3H, 4C, 32P, 33p, 355, 9mT¢ o 25| Los ejemplos de enzimas incluyen
luciferasa, beta-galactosidasa, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y ureasa.

Como se usa en el presente documento, el término "marcador de seleccion” se refiere a un gen indicador que transmite
un cierto rasgo a una célula u organismo que permite que dicha célula u organismo sobreviva en un entorno en el que
no sobreviviria sin dicho gen indicador. En consecuencia, la expresion de un marcador de seleccion permite la
seleccion artificial de células u organismos cuyo genoma comprende dicho gen informador. Los marcadores de
seleccion incluyen, pero no se limitan a, genes marcadores auxotréficos y genes marcadores de resistencia que
confieren resistencia a una toxina o un antibiético. Los términos "marcador de seleccion”, "gen indicador" y "gen
marcador" se usan indistintamente en el presente documento. Los marcadores de seleccion pueden ser genes
marcadores auxotroficos o genes marcadores de resistencia que confieren resistencia a una toxina o un antibiético. El
"gen marcador de auxotrofia" se entiende como un gen que permite el crecimiento de tales células u organismos
auxotréficos en condiciones de cultivo selectivas mediante la codificacion de una molécula requerida para la sintesis
de un producto necesario para la supervivencia de un procariota auxotréfico en un medio selectivo utilizado para cultivo
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celular. Cualquier gen marcador que sea capaz de complementar el gen correspondiente que no es funcional en una
célula u organismo auxotréfico puede ser Util en el contexto de esta invencion. Como se usa en el presente documento,
los términos "genes marcadores de resistencia que confieren resistencia a una toxina y/o un antibiético", o variaciones
de los mismos como "genes marcadores de resistencia a la toxina" o "genes de resistencia a antibioticos" se refieren
a genes informadores que codifican una enzima que inactiva funcionalmente una toxina o un antibiético. La inactivacion
funcional de una toxina o antibiético se puede lograr mediante la expresion de un gen marcador que porta una mutacion
o mutaciones que hacen que el producto génico respectivo sea insensible a una toxina o antibiotico. Alternativamente,
la inactivacion funcional de una toxina o antibiético se puede lograr mediante la expresiéon de un gen marcador que
inhibe la toxina o antibiético, por ejemplo, al interactuar o unirse a él. La inactivaciéon funcional de una toxina o
antibiético también puede lograrse mediante la expresion de un gen marcador que contrarresta los efectos de la toxina
o antibidtico. Los compuestos antibidticos incluyen, pero no se limitan a, tetraciclinas, sulfonamidas, penicilinas,
cefalosporinas, ansamicinas, carbapenémicos, macrélidos, quinolonas, aminonucledsidos, aminoglicésidos, péptidos,
glicopéptidos y lipopéptidos. A modo de ejemplo, la higromicina B, la neomicina, la kanamicina, la gentamicina y el
G418 (también conocido como Geneticina) son antibiéticos aminoglicésidos de estructura similar. En general, la
neomicina y la kanamicina se usan para los procariotas, mientras que G418 es necesaria para los eucariotas.

Se pueden conjugar diferentes tipos de rétulos o etiquetas quimicas con anticuerpos secundarios o primarios y otras
moléculas para facilitar su visualizacion (es decir, deteccion y medicién) por diversos métodos. Los radioisétopos se
usaron ampliamente en el pasado, pero son costosos, tienen una vida util corta, no ofrecen mejoras en la relacion
sefial/ruido y requieren un manejo y eliminacion especiales. Las enzimas y los fluoréforos han reemplazado en gran
medida a los isétopos radiactivos como etiquetas detectables para los ensayos. Una serie de avances en reactivos e
instrumentacién hacen que estas nuevas tecnologias sean mas versatiles y potentes. Las etiquetas enzimaticas como
la peroxidasa de rabano picante (HRP) se utilizan con mayor frecuencia para los métodos de transferencia,
inmunoensayos e inmunohistoquimica. Las etiquetas fluorescentes se usan predominantemente para obtencion de
imagenes celulares, amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos y microarreglos; sin embargo, la tecnologia de
fluorescencia se esta desarrollando rapidamente para su aplicacion en todo tipo de ensayos.

El término "nivel de expresion" se refiere a la cantidad de producto génico (por ejemplo, DPR) presente en el cuerpo
0 una muestra en un determinado punto de tiempo. El nivel de expresion puede, por ejemplo, medirse/cuantificarse/
detectarse por medio de las cantidades de la proteina o del ARNm que codifica la proteina. Por ejemplo, el nivel de
expresion puede cuantificarse normalizando la cantidad de producto génico de interés (por ejemplo, DPR) presente
en una muestra con la cantidad total de producto génico de la misma categoria (proteina total o ARNm) en la misma
muestra o en una muestra de referencia (por ejemplo, una muestra tomada al mismo tiempo del mismo individuo o
una parte del mismo tamario (peso, volumen) de la misma muestra) o identificando la cantidad de producto génico de
interés por tamafio de muestra definido (peso, volumen, etc.). ElI nivel de expresiébn puede
medirse/cuantificarse/detectarse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, métodos para la
deteccion y cuantificacion directa del producto génico de interés (como la espectrometria de masas) o métodos para
la deteccion y medicion indirecta del producto génico de interés que generalmente funcionan mediante la unién del
producto génico de interés con una o mas moléculas diferentes o medios de deteccion (por ejemplo, cebador o
cebadores, sondas, anticuerpos, proteinas de andamio) especificos para el producto génico de interés (por ejemplo,
DPR). Preferiblemente, el nivel de expresion se determina con base en la proteina mas que con base el ARNm.

El término "toxicidad" como se usa en el presente documento se refiere al grado en que un compuesto/sustancia puede
dafar un organismo o una subestructura del organismo, tal como una célula (citotoxicidad), tejido o un érgano. En
consecuencia, el término "efecto toxico" se refiere al efecto perjudicial que un compuesto/sustancia tiene sobre un
organismo, érgano, tejido o célula. Un compuesto puede exhibir un efecto toxico porque dafia la funcion y/o estructura
de un organismo, érgano, tejido o célula, lo que puede provocar una funcion alterada o una pérdida de la funcion de
ciertos elementos o partes del organismo, 6rgano, tejido o célula, o incluso puede provocar la muerte de dicho
organismo, érgano, tejido o célula. El término "compuesto tdxico", por lo tanto, se refiere a una sustancia, por ejemplo,
un acido nucleico, un péptido, polipéptido o proteina, o una sustancia o compuesto quimico, que exhibe un efecto
toxico en el organismo, érgano, tejido o célula.

La toxicidad o el efecto téxico de un compuesto se puede medir usando uno de varios ensayos de viabilidad conocidos
en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, ensayos basados en formazan (MTT/XTT), ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH), prueba de ATP, Calceina AM, ensayo clonogénico, ensayo de homodimero de etidio, azul
Evans, hidrolisis de diacetato de fluoresceinal/tincion con yoduro de propidio (tincion FDA/PI), citometria de flujo,
ensayo TUNEL, con proteina fluorescente verde (GFP), violeta de metilo, yoduro de propidio, azul de tripano, o
resazurina. Ademas, las tinciones de ADN pueden usarse para diferenciar entre células necréticas, apoptoticas y
normales.

El término "enfermedad" y "trastorno” se usan indistintamente en el presente documento, haciendo referencia a una
afeccion anormal, especialmente una afeccién médica anormal tal como una enfermedad o lesién, en la que una
célula, un tejido, un érgano o un individuo no es capaz de seguir cumpliendo eficientemente su funcion. Tipicamente,
pero no necesariamente, una enfermedad esta asociada con sintomas o signos especificos que indican la presencia
de dicha enfermedad. La presencia de tales sintomas o signos puede, por lo tanto, ser indicativos de una célula, un
tejido, un 6rgano o un individuo que padece una enfermedad. Una alteracion de estos sintomas o signos puede ser
indicativa de la progresion de dicha enfermedad. La progresion de una enfermedad se caracteriza tipicamente por un
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aumento o disminucion de tales sintomas o signos que pueden indicar un "empeoramiento” o "mejoria" de la
enfermedad. El "empeoramiento” de una enfermedad se caracteriza por una capacidad decreciente de una célula,
tejido, érgano o individuo/paciente para cumplir su funcidon de manera eficiente, mientras que el "mejoramiento” de una
enfermedad se caracteriza tipicamente por un aumento en la capacidad de una célula, tejido, érgano o
individuo/paciente para cumplir su funcion de manera eficiente. Una célula, un tejido, un érgano o un individuo que es
"susceptible" a una enfermedad se encuentra en un estado saludable pero especialmente vulnerable a la aparicion de
una enfermedad, por ejemplo, debido a predisposicion genética, falta de vacunacion, inmunidad poco desarrollada o
inmadura, mal estado nutricional o similares. El brote de la enfermedad aun puede prevenirse mediante profilaxis o
tratamiento preventivo. Se puede sospechar que una célula, un tejido, un érgano o un individuo tiene una enfermedad
en la que dicha célula, tejido, 6rgano o individuo tipicamente muestra signos o sintomas tempranos o débiles de dicha
enfermedad. En tal caso, el inicio de la enfermedad aun puede prevenirse o su progresion puede reducirse o prevenirse
mediante el tratamiento.

Como se usa en el presente documento, "detectar", "que detecta" o "deteccion" de una enfermedad o trastorno se
refiere al establecimiento de la presencia o ausencia de una enfermedad en un paciente. Por ejemplo, una fraccion
utilizada en la deteccién de una enfermedad puede identificar la presencia o ausencia de un indicador de una
enfermedad en una muestra o en un individuo o paciente. Por ejemplo, una enfermedad puede detectarse por medio
de un ligando o un ligando marcado que interactua, es decir, se une o forma un complejo con un acido nucleico o
péptido, polipéptido o proteina especifico de la enfermedad. Una enfermedad también puede detectarse por medio de
un inhibidor que bloquea el mecanismo de accién subyacente a la enfermedad y, por lo tanto, altera los sintomas de
modo que se pueda identificar la enfermedad subyacente.

Como se usa en el presente documento, "tratar", "que tratar", "tratamiento” o "terapia" de una enfermedad o trastorno
significa lograr uno o mas de los siguientes: (a) reducir la gravedad del trastorno; (b) limitar o prevenir el desarrollo de
sintomas caracteristicos de los trastornos que se tratan; (c) inhibir el empeoramiento de los sintomas caracteristicos
de los trastornos que se tratan; (d) limitar o prevenir la recurrencia del trastorno o trastornos en un individuo que
previamente ha tenido el trastorno o trastornos; y (e) limitar o prevenir la recurrencia de sintomas en individuos que
anteriormente eran sintomaticos para el trastorno o trastornos. En consecuencia, una terapia trata una enfermedad o
trastorno, o los sintomas de una enfermedad o trastorno mediante el logro de uno o mas de los efectos mencionados
anteriormente (a) - (e). Por ejemplo, una enfermedad puede tratarse mediante la inhibicién/bloqueo del mecanismo de
accion subyacente a la enfermedad, por ejemplo, a través de compuestos que inhiben la expresion de
polipéptidos/proteinas especificos de la enfermedad o mediante la inhibiciéon de procesos adicionales en los que esta
involucrado dicho polipéptido/proteina. Una enfermedad también puede tratarse activando el sistema inmunitario del
paciente, por ejemplo, mediante inmunizacién activa, o apoyando el sistema inmunitario del paciente, por ejemplo, por
inmunizacién pasiva.

Dos o mas proteinas antigénicas o fragmentos antigénicos de las mismas son "inmunolégicamente idénticos" si son
reconocidos por el mismo anticuerpo, célula T o célula B. El reconocimiento de dos o mas polipéptidos inmunogénicos
por el mismo anticuerpo, célula T o célula B también se conoce como "reactividad cruzada" de dicho anticuerpo, célula
T o célula B. Preferiblemente, el reconocimiento de dos 0 mas polipéptidos inmunolégicamente idénticos por el mismo
anticuerpo, célula T o célula B se debe a la presencia de epitopos idénticos o similares en todos los polipéptidos.
Epitopos similares comparten suficientes caracteristicas estructurales y/o de carga para unirse por la regiéon Fab del
mismo anticuerpo o receptor de células B o por la regiéon V del mismo receptor de células T. Las caracteristicas de
unién de un anticuerpo, receptor de células T o receptor de células B se definen, preferiblemente, por la afinidad de
union del receptor al epitopo en cuestion. Dos polipéptidos inmunogénicos son "inmunolégicamente idénticos" como
se entiende por la presente solicitud si la constante de afinidad del polipéptido con la constante de menor afinidad es
al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos
95% o al menos 98% de la constante de afinidad del polipéptido con la constante de mayor afinidad. Los métodos para
determinar la afinidad de unién de un polipéptido a un receptor, como la dialisis de equilibrio o el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) son bien conocidos en la técnica. Preferiblemente, dos o mas polipéptidos
"inmunolégicamente idénticos" comprenden al menos un epitopo idéntico. Los efectos de vacunacién mas fuertes
generalmente se pueden obtener, si los polipéptidos inmunogénicos comprenden epitopos idénticos o si tienen una
secuencia de aminoacidos idéntica. El término "vacuna" se refiere a una preparacion bioldgica, tipicamente una
farmacéutica, que mejora la inmunidad a una enfermedad especifica. Dicha preparacién puede comprender uno o mas
inmunogenos especificos de enfermedad adecuados para provocar una respuesta inmune. En el contexto de la
presente invencion, dicho compuesto puede ser un polipéptido que es sustancialmente idéntico o inmunolégicamente
idéntico a un polipéptido como se especifica a continuacién que comprende la repeticion de dipéptido (DPR)
especificada. Alternativamente, la vacuna puede comprender una construccion de acido nucleico que codifica un
polipéptido inmunogénico que es sustancialmente idéntico o inmunolégicamente idéntico a un polipéptido que
comprende la repeticion de dipéptido especificada. En el ultimo caso, se prefiere que el polipéptido se exprese en el
individuo tratado con la vacuna. En el contexto de la presente invencion, dicha construccion de acido nucleico puede
ser un vector.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una proteina o un polinucleétido o una mezcla
de los mismos que es capaz de introducirse o de introducir las proteinas y/o el acido nucleico contenidos en la célula.
Ademas, el término "vector" se refiere a al menos un polinucleétido formulado con una preparacién de liposomas o
nanoparticulas lipidicas que es capaz de transfectar una célula con al menos un polinucleétido como se describe, por
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ejemplo, por Geall et al., 2012. Ademas del polinucleétido que codifica el gen de interés, se pueden introducir
polinucledétidos y/o polipéptidos adicionales en la célula. La adicién de polinucleétidos y/o polipéptidos adicionales se
prefiere especialmente si dichos polinucleétidos y/o polipéptidos adicionales son necesarios para introducir el
constructo de acido nucleico en la célula o si la introduccion de polinucleotidos y/o polipéptidos adicionales aumenta
la expresion del polipéptido inmunogénico codificado por el constructo de acido nucleico de la presente invencion.

En el contexto de la presente invencion, se prefiere que los genes de interés codificados por el polinucleétido
introducido se expresen dentro de la célula tras la introduccion del vector o vectores. Los ejemplos de vectores
adecuados incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, césmidos, fagos, virus o cromosomas artificiales.

Los ejemplos de una enfermedad incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos, enfermedades inflamatorias,
enfermedades infecciosas, afecciones cutaneas, enfermedades endocrinas, enfermedades intestinales, trastornos
genéticos, enfermedades autoinmunes, enfermedades traumaticas, enfermedades articulares y varios tipos de cancer.

"Trastornos neuroldgicos" se refiere a cualquier trastorno del sistema nervioso en el que se producen anomalias
estructurales, bioquimicas o eléctricas en el cerebro, la médula espinal u otros nervios que afectan una gama de
sintomas que incluyen, pero no se limitan a, paralisis, debilidad muscular, problemas coordinacion, pérdida de
sensibilidad, convulsiones, confusion, dolor y niveles alterados de conciencia. Los ejemplos de trastornos neuroldgicos
incluyen, pero no se limitan a, dafio del cerebro o partes individuales del cerebro (por ejemplo, dafio de la corteza
prefrontal, I6bulo frontal, I6bulo parietal, I6bulo temporal, 16bulo occipital, cerebelo, hipocampo, tronco encefalico,
sistema limbico), disfuncidon del cerebro o partes individuales del cerebro (por ejemplo, afasia, disartria, apraxia,
agnosia, amnesia, ataxia) o inflamacion del cerebro (por ejemplo, encefalitis, encefalitis viral, trombosis del seno
cavernoso, absceso cerebral, amebiana). Las "enfermedades neurodegenerativas" como el Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), la demencia frontotemporal (FTD),
que también se llama degeneracion lobular frontotemporal (FTLD), esclerosis lateral amiotréfica-demencia
frontotemporal (ALS-FTD, también llamada ALS-FTLD), y la ataxia espinocerebelosa son otros ejemplos de trastornos
neurolégicos. Los términos clinicos y patologicos FTD y FTLD (y ALS-FTD y ALS-FTLD) se usan como sinénimos en
esta solicitud. Los trastornos neurolégicos también incluyen trastornos de la médula espinal (por ejemplo, siringomielia,
siringobulbia, sindrome de Morvan, mielopatia vascular, sindrome de Foix-Alajouanine, compresion de la médula
espinal) e inflamacién de la médula espinal (por ejemplo, mielitis, poliomielitis, enfermedad desmielinizante, mielitis
transversa, paraparesia espastica tropical, absceso epidural), neuropatia central y/o periférica, trastornos del nervio
craneal (por ejemplo, neuralgia del trigémino), trastornos del movimiento del sistema nervioso central y/o periférico
(por ejemplo, enfermedad de Parkinson, ALS, sindrome de Tourette, esclerosis multiple), trastornos del suefio (por
ejemplo, insomnio, hipersomnia), apnea del suefio, narcolepsia, cataplejia, Kleine-Levin, trastorno del suefio del ritmo
circadiano, trastorno avanzado de la fase del suefio, trastorno de la fase del suefio retardado), dolor de cabeza (por
ejemplo, migrafa, cefalea en racimos, tensién), enfermedades neuropsiquiatricas, delirio, demencia (por ejemplo,
enfermedad de Alzheimer, demencia vascular, FTD, demencia semantica y demencia con cuerpos de Lewy), accidente
cerebrovascular (por ejemplo, MCA, ACA, PCA, de Foville, Millard-Gubler, medular lateral, de Weber, accidente
cerebrovascular lacunar), tumores (por ejemplo, gliomas, meningiomas, adenomas hipofisarios, tumores de la vaina
nerviosa), sindrome de dolor regional complejo y enfermedades de las neuronas motoras (MND) (por ejemplo, ALS,
esclerosis lateral primaria (PLS), atrofia muscular progresiva (PMA), paralisis bulbar progresiva (PBP), paralisis
pseudobulbar).

Los "sintomas" de una enfermedad son implicaciones de la enfermedad notable por una célula, tejido, érgano o
individuo que tiene dicha enfermedad e incluyen, pero no se limitan a, dolor, debilidad, sensibilidad, tensién, rigidez y
espasmo de la célula, tejido, un érgano o un individuo. Los "signos" o "sefiales" de una enfermedad incluyen, pero no
se limitan a, el cambio o la alteracion, tal como la presencia, ausencia, aumento o elevacion, disminucién o declive,
de indicadores especificos, tal como biomarcadores o marcadores moleculares, o el desarrollo, la presencia o
empeoramiento de los sintomas.

Los términos "indicador" o "biomarcador" se usan indistintamente en el presente documento. En el contexto de la
presente invencion, un "indicador" puede definirse como una sustancia dentro de un sistema bioldgico que se usa
como un indicador de un estado bioldgico de dicho sistema. En la técnica, el término "biomarcador" a veces también
se aplica a medios para la deteccion de dichas sustancias enddgenas (por ejemplo, anticuerpos, sondas de acido
nucleico, sistemas de formacion de imagenes). Sin embargo, en el contexto de la presente invencion, el término
"biomarcador" solo se aplicara a la sustancia, no a los medios de deteccién. Por lo tanto, los biomarcadores pueden
ser cualquier tipo de molécula presente en un organismo vivo, tal como un acido nucleico (ADN, ARNm, miARN, ARNTr,
etc.), una proteina (receptor de la superficie celular, proteina citosolica, etc.), un metabolito u hormona (aztcar en la
sangre, insulina, estrégenos, etc.), una molécula caracteristica de una cierta modificacién de otra molécula (por
ejemplo, fracciones de azucar o fracciones de fosforilo en proteinas, fracciones de metilo en el ADN genémico,
expansion de repeticiones de nucledétidos) o una sustancia que se ha internalizado por el organismo o un metabolito
de dicha sustancia. Por consiguiente, una enfermedad o trastorno puede caracterizarse por la presencia o ausencia,
aumento o disminucién de dicho indicador. Dicho indicador de una enfermedad puede o no causar la enfermedad.

Los indicadores de la presencia y/o progresion de una enfermedad incluyen "marcadores genéticos" tales como
repeticion de nucledtidos, VNTR (repeticion en tdndem de nimero variable; por ejemplo, STR (repeticion en tandem
corta), AFLP (polimorfismo de longitud de fragmento amplificado), SSR (repeticion de secuencia simple), MLVA, SSLP
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(polimorfismo de longitud de secuencia simple), RFLP (polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion), RAPD
(amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico), SNP (polimorfismo de un solo nucleétido), SFP (polimorfismo de una sola
caracteristica), DArT (tecnologia de matrices de diversidad), marcadores de RAD (marcadores de ADN asociados al
sitio de restriccion).

El término "repeticion de nucledtidos” se refiere a una ubicacion en el genoma en la que una secuencia de nucleétidos
corta forma secuencias repetitivas de 2, 3, 4, 5 o 6 nucleétidos, es decir, dinucledtidos, trinucledtidos, tetranucleodtidos,
pentanucledtidos y hexanucleétidos. En un estado saludable, el nUmero de repeticiones de la repeticion puede variar
entre 1y 50, es decir, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50. Sin embargo, en un estado de
enfermedad, estas repeticiones pueden expandirse para repetirse con mucha mas frecuencia que en un estado
saludable, por ejemplo, pueden expandirse de 30 a 40 veces, lo que lleva a varios cientos de repeticiones de la
repeticion, es decir, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000, 5.500,
6.000, 6.500, 7.000, 7.500, 8.000, 8.500, 9.000, 9.500, o0 10.000, o incluso mas repeticiones. En consecuencia, el nivel
de expansion de dinucledtidos, trinucleotidos, tetranucleétidos, pentanucledtidos o hexanucleétidos puede ser un
indicador (y/o la causa) de una enfermedad, tal como por ejemplo, una enfermedad neurolégica, en particular una
enfermedad neurodegenerativa. Por ejemplo, la expansion de las repeticiones de trinucledtidos (CAG), y del
complemento inverso (CTG), en la cadena complementaria estda asociada con la enfermedad de Huntington, la
expansion de repeticiones de pentanucledtidos (ATTCT), y del complemento inverso (AGAAT), en la cadena
complementaria estda asociada con la ataxia espinocerebelosa SCA10, mientras que la expansién de los
hexanucleétidos (GGGGCC), y el complemento inverso (CCCCGG), en la cadena complementaria esta asociada con
ALS, FTD y FTD-ALS y la expansion de los hexanucleétidos (GGCCTG), del complemento inverso (CAGGCC), en la
cadena complementaria se asocia con ataxia espinocerebelosa SCA36. En principio, las repeticiones de nucledtidos
pueden estar presentes en el exdn o el intron de un gen y pueden o no transcribirse y pueden o no traducirse en un
péptido o polipéptido.

Las enfermedades neurodegenerativas ALS, FTD y ALS-FTD se caracterizan porque las repeticiones de
hexanucleétidos (GGGGCC), localizadas dentro del intron | del gen C9orf72 se expanden. En un estado saludable, el
numero "n" de las repeticiones de GGGGCC puede variar entre 1y 19, es decir, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 15y 19.
En un estado de enfermedad el nimero "n" de estas repeticiones puede expandirse hasta repetirse con mucha mas
frecuencia que en un estado saludable, por ejemplo, tipicamente pueden expandirse mucho mas de 30 a 40 veces.
Sin embargo, algunos pacientes ya pueden mostrar sintomas a partir de 20 repeticiones. Por lo tanto, en un estado
de enfermedad, la expansion de las repeticiones de hexanucleétidos puede conducir a varios cientos de repeticiones
de la repeticion de hexanucleétidos, es decir, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150,
160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1,000, 2,000,
3,000, 4,000, 5,000, 6,000, 7,000, 8,000, 9,000 y 10.000 repeticiones, o mas. El niumero exacto de repeticiones no
puede determinarse con las técnicas actuales de secuenciacion. La transcripcion de las repeticiones de GGGGCC y
de las repeticiones de GGCCCC gendmicas en la cadena de ADN complementaria (también denominada cadena
antisentido) conduce a productos de transcripcion de ARN que comprenden o bien repeticiones de GGGGCC o de
GGCCCC con los numeros indicados anteriormente. Sorprendentemente, la traduccion de estos transcritos se inicia
a partir de codones no ATG. El transcrito sentido se traduce en los tres marcos de lectura (poly-(Gly-Ala), poly-(Gly-
Pro) y poly-(Gly-Arg)). Usando transcripcion inversa especifica de la cadena, se detectaron tanto transcritos sentido
como antisentido (Figura 8C). Por lo tanto, existen 6 marcos de lectura, pero dos dan como resultado DPR idénticas,
a saber, DPR poli-(Gly-Pro). Por lo tanto, las cinco DPR posibles diferentes son las siguientes: poli-(Gly-Ala), poli-(Gly-
Pro), poli-(Gly-Arg), poli-(Ala-Pro) y poli-(Pro-Arg) . En particular, los polipéptidos poli-GA, poli-GP y poli-AP son
altamente hidréfobos y forman agregados en un entorno intracelular.

La secuencia genémica de la region que rodea la repeticion del hexanucleétido del gen C9orf72 se lee como sigue en
la secuencia de referencia de la NCBI (SEQ ID NO: 1)
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acgtaacctacggtgiccegetaggaaagagaggtgegicaaacagegacaagttccgeceacgtaaaagatgacgettg

gigtgtcageegtecctgetgeecggttgetictettttgggeocpgpptctagcaagageaggtgtggetitaggaggtatatatttitgt
ttttcecaccceteictecccactacttgetctcacagtacicgetgagggigaacaagaaaagaccigataaagattaaccagaagaaaa

caaggagggaaacaaccgceagectgtagcaagetetggaactcaggagtegegegetal GGGGCClaggggegtggteggegg
Cggeccegeegecggaceegggecgggactgeggtigeggtgectgegecegeggrggeggaggegeaggcggtgecgagt

gggtgagtgaggaggeggeatcetggegggtagelgttigggaticggetgecgggaagaggegegggtagaagegggggctete
ctcagagctcgacgcatttitactttccctcteatttctectgaccgaagetgggtgtegggetttcgectetagegactggtggaattgecetg

catccgggeccegggeticeeggeggeggeggeggeggeggeggegeagggacaagggatggggatetggectettectigettt
ccegecctecagtaccegagetgtetecticecggggaccegetgggagegetgeegetgegggetegagaaaagggagectcgggt

actgagaggcctcgeetggggpaaggecggagggiggecggegegeggetictgeggaccaagtcggggticgetaggaaceeg
agacggtceetgecggegaggagatcatgeggg,

en la que "n" tiene los significados preferidos y mas preferibles expuestos anteriormente.

El término "polipéptidos que comprenden o consisten en repeticiones de dipéptidos codificadas por repeticiones
gendmicas de hexanucledtidos" se refiere a polipéptidos que comprenden repeticiones de dipéptidos, preferiblemente
de 9 o mas de dipéptidos idénticos consecutivos. Se prefiere mas que los polipéptidos comprendan mas de 10, mas
de 15, mas de 20, mas de 25, mas de 30, mas de 35, mas de 40, mas de 45, mas de 50 repeticiones de dipéptidos.
En realizaciones preferidas, el polipéptido comprende o consiste en repeticiones de dipéptidos con dos aminoacidos
diferentes, preferiblemente con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (Gly-Ala),, (Gly-Pro),, (Gly-
Arg)e, (Ala-Pro)q, (Pro-Arg)e, (Gly-Leu);, (Ala-Trp)g, (Pro-Gly),, (Ala-Gln);, (Gly-Pro), y (Pro-Arg) en las que a es un
numero entero de 16 o mas, preferiblemente 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000,
3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; b es un niumero entero de 28 o mas, preferiblemente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000,
1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 0 mas; c es un numero entero de 21 o mas, preferiblemente 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; d es un numero entero
de 17 o mas, preferiblemente 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000,
4.500, 5.000 o mas; e es un numero entero de 24 o mas, preferiblemente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500,
2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; f es un numero entero de 15 o mas, preferiblemente 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; g es un numero entero de 9
o mas, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000,
4.500, 5.000 o mas; h es un niumero entero de 28 o mas, preferiblemente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000,
2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; j es un numero entero de 16 o mas, preferiblemente 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas; k es un numero entero de 28
o mas, preferiblemente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 0 mas;
y | es un numero entero de 24 o mas, preferiblemente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000,
3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o0 mas.

El término "agregados" como se usa en el presente documento se refiere a la acumulacion intra o extracelular de
péptidos, polipéptidos o proteinas.

Los términos "muestra” o "muestra de interés" se usan indistintamente en el presente documento, haciendo referencia
a una parte o pieza de un tejido, 6rgano o individuo, que tipicamente es mas pequefio que dicho tejido, érgano o
individuo, destinado a representar el total del tejido, 6rgano o individuo. Tras el andlisis, una muestra proporciona
informacion sobre el estado del tejido o el estado de salud o enfermedad de un 6rgano o individuo. Los ejemplos de
muestras incluyen, pero no se limitan a, muestras de liquidos como sangre, suero, plasma, liquido sinovial, liquido
linfatico, liquido cefalorraquideo, liquido meningeo, liquido glandular, aspiracion con aguja fina, liquido cefalorraquideo
y otros liquidos corporales (orina, saliva), asi como muestras de biopsia 0 muestras sdlidas, como extractos de tejido
del cerebro o la médula espinal. Otros ejemplos de muestras incluyen cultivos celulares (por ejemplo, linfoblastos
derivados del paciente) o cultivos de tejidos.
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El analisis de una muestra se puede realizar de forma visual o quimica. El analisis visual incluye, entre otros, imagenes
microscopicas o exploracion radiografica de un tejido, 6rgano o individuo que permite la evaluacién de una muestra.
El analisis quimico incluye, pero no se limita a la deteccion de la presencia o ausencia de indicadores especificos o la
detecciodn de las alteraciones en su cantidad o nivel.

El término "ligando" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier sustancia o compuesto que puede
interactuar especificamente con, por ejemplo, para unirse especificamente o formar un complejo con la molécula
especificada, por ejemplo, un polipéptido de la invencién que comprende o que consiste en una repeticion de dipéptido.

El término "inhibidor" se refiere a una sustancia, por ejemplo, un ligando, que bloquea la accion de otro compuesto, es
decir, una molécula receptora. Tipicamente, los inhibidores actian uniéndose al sitio activo de la molécula del receptor,
o interactuando con sitios de unién Unicos que normalmente no estan involucrados en la regulacién de la actividad de
la molécula del receptor. La actividad del inhibidor puede ser reversible o irreversible dependiendo de la longevidad
de la interaccion del complejo molécula de inhibidor-receptor. Los ejemplos de inhibidores incluyen, pero no se limitan
a, moléculas de acido nucleico, como ARNpi o miARN, o proteinas como factores de transcripcién, moléculas de
inmunoglobulina, anticuerpos, proteinas similares a anticuerpos, peptidomiméticos, hormonas, citoquinas, factores de
crecimiento o neurotransmisores.

El término "inmunoglobulina (Ig)" como se usa en el presente documento se refiere a las glucoproteinas que confieren
inmunidad de la superfamilia de inmunoglobulinas. Las "inmunoglobulinas de superficie" estan unidas a la membrana
de las células efectoras por su region transmembrana y abarcan moléculas tales como, pero sin limitarse a, receptores
de células B, receptores de células T, proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y II,
microglobulina beta-2 (2M), CD3, CD4 y CD8. Tipicamente, el término "anticuerpo” como se usa en el presente
documento se refiere a inmunoglobulinas secretadas que carecen de la regién transmembrana y, por lo tanto, pueden
liberarse en el torrente sanguineo y las cavidades corporales. Los anticuerpos se agrupan en diferentes isotipos en
funciéon de la cadena pesada que poseen. Hay cinco tipos de cadenas pesadas de Ig humana designadas por las
letras griegas: q, , €, yy U. El tipo de cadena pesada presente define la clase de anticuerpo, es decir, estas cadenas
se encuentran en los anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente, cada uno de los cuales desempefa
diferentes funciones y dirige la respuesta inmune apropiada contra diferentes tipos de antigenos. Las cadenas pesadas
distintas difieren en tamafo y composicién; a y y comprenden aproximadamente 450 aminoacidos, mientras que gy €
tienen aproximadamente 550 aminoacidos (Janeway et al., (2001) Immunobiology, Garland Science). Los anticuerpos
comprenden cuatro cadenas de polipéptidos, a saber, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada estd compuesta por una region variable de la cadena
pesada (abreviada aqui como HCVR o VH) y una region constante de la cadena pesada. La region constante de la
cadena pesada esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una
region variable de la cadena ligera (abreviada aqui como LCVR o VL) y una region constante de la cadena ligera. La
region constante de la cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir en
regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con
regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta compuesto por tres
CDRy cuatro FR, dispuestas desde el terminal amino hasta el terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las CDR para las cadenas pesadas y ligeras se pueden determinar como se conoce
en la técnica. Por ejemplo, el siguiente conjunto de reglas puede usarse para encontrar las CDR dentro de una
secuencia de cadena ligera y pesada de anticuerpo, respectivamente:

CDR-1 de cadena ligera: Inicio: aproximadamente 24 residuos, residuo antes del CDR-1 siempre un Cys, residuo
después del CDR1 siempre un Trp. Tipicamente Trp-Tyr-GIn, pero también, Trp-Leu-GlIn, Trp-Phe-GIn, Trp-Tyr-Leu;
Longitud: 10 a 17 residuos.

CDR-2: de cadena ligera: Inicio: siempre 16 residuos después del final de L1, residuos antes generalmente lle-Tyr,
pero también, Val-Tyr, lle-Lys, lle-Phe, longitud siempre 7 residuos.

CDR-3 de cadena ligera: Inicio: siempre 33 residuos después del final de CDR-2; residuo antes siempre Cys, residuos
después siempre Phe-Gly-XXX-Gly, longitud: 7 a 11 residuos.

CDR-1 de cadena pesada: Inicio: aproximadamente 26 residuos siempre 4 después de un Cys (con base en la
definicion de AbM de Chothia, la definicion de Kabat comienza con 5 residuos mas tarde); residuos antes siempre
Cys-XXX-XXX-XXX; residuos después siempre un Trp. Tipicamente Trp-Val, pero también, Trp-lle, Trp-Ala, longitud:
10 a 12 residuos [definicion de AbM, la definicién Chothia excluye los ultimos 4 residuos).

CDR-2 de cadena pesada: Inicio: siempre 15 residuos después del final de la definiciéon de Kabat/AbM, de CDR-1 de
cadena pesada; residuos antes: tipicamente Leu-Glu-Trp-lle-Gly, pero una serie de variaciones, residuos después de
Lys/Arg-Leu/lle/Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/lle/Ala, definicion de Kabat de longitud de 16 a 19 residuos (definicion de
acuerdo con AbM; la definicion de Chothia termina 7 residuos antes)

CDR-3 de cadena pesada: Inicio: siempre 33 residuos después del final de CDR-2 de cadena pesada (siempre 2
residuos de aminoacidos después de un Cys); residuos antes siempre Cys-XXX-XXX (tipicamente Cys-Ala-Arg);
residuos después siempre Trp-Gly-XXX-Gly; Longitud: de 3 a 25 residuos. Este conjunto de reglas es conocido por la
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persona experta y también se puede encontrar en http://www.bioinf.org.uk/abs/#cdrid.

El término "anticuerpo humano”, como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los mAb
humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion
somatica in vivo), por ejemplo en las CDR. Sin embargo, el término "anticuerpo humano", como se usa en el presente
documento, no pretende incluir "anticuerpos humanizados" en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie de mamifero (por ejemplo, ratén), se han injertado en secuencias de FR humano. Los
anticuerpos humanos también incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de
animales transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a una preparacion de moléculas
de anticuerpo de composicion molecular Unica. Un anticuerpo monoclonal muestra una especificidad y afinidad de
unién Unica por un epitopo particular. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales son producidos por un
hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano, por ejemplo, ratén, fusionado a una célula
inmortalizada. El término "anticuerpo recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados
de un animal (por ejemplo, un ratdon) que es transgénico o transcromosdmico con respecto a los genes de
inmunoglobulina o un hibridoma preparado a partir de ellos, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo, por ejemplo, de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca
recombinante de anticuerpos combinatorios, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por
cualquier otro medio que implique el empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina a otras secuencias de
ADN. Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterélogo" se define en relacién con un organismo
transgénico que produce dicho anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos o una secuencia de acido nucleico codificante correspondiente a la encontrada en un organismo que no
consiste en el organismo transgénico, y que generalmente se deriva de una especie distinta del organismo transgénico.
Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que tiene cadenas
ligeras y pesadas que se originan de diferentes organismos. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada
humana asociada con una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohibrido.

El término "fragmentos de unién a antigeno" se refiere a fragmentos de un anticuerpo que retienen la funcion de unirse
especificamente a un antigeno o proteina antigénica pero que carecen de algunas o de todas las demas caracteristicas
estructurales de un anticuerpo o constructos artificiales que comprenden partes de anticuerpos. Los ejemplos
preferidos de fragmentos de unidn a antigeno incluyen, pero no se limitan a los siguientes fragmentos Fab, fragmento
Fc, fragmento Fab', F(ab');, Fv de cadena sencilla, fragmentos variables de cadena sencilla divalente (di-scFv), scFv
en tandem, diacuerpos, diacuerpos de cadena sencilla (scDB), triacuerpos, captadores de células T bi-especificas
(BiTEs®), o moléculas de redireccionamiento de doble afinidad (moléculas DART®).

Los "fragmentos Fab" (también denominados "porcion Fab" o "regién Fab") cada uno con un Unico sitio de unién al
antigeno, y un "fragmento Fc" residual (también denominado "porcion Fc" o "regién Fc") cuyo nombre refleja su
capacidad de cristalizar facilmente. El "fragmento Fab™, que se refiere a un fragmento Fab que comprende
adicionalmente la region bisagra de una molécula de Ig, mientras que los "fragmentos F(ab')," se entienden que
comprenden dos fragmentos Fab' unidos quimicamente o conectados mediante un enlace disulfuro. Al mismo tiempo
que sdAb (Desmyter et al., 1996), di-scFv se pueden modificar genéticamente enlazando dos scFv (scFvA-scFvB).
Esto se puede hacer produciendo una sola cadena peptidica con dos regiones VH y dos regiones VL, produciendo
"scFv en tandem" (VyA-V A-VyB-V B). Otra posibilidad es la creacion de scFv con enlazadores que son demasiado
cortos para que las dos regiones variables se plieguen entre si, lo que obliga a los scFv a dimerizarse. Usualmente,
los enlazadores con una longitud de 5 residuos se usan para generar estos dimeros. Este tipo se conoce como
"diacuerpos”. Los enlazadores aun mas cortos (uno o dos aminoacidos) entre un dominio de Vi y Vi conducen a la
formacion de trimeros monoespecificos, denominados "triacuerpos" o "tricuerpos". Los diacuerpos biespecificos se
forman expresando en cadenas con la disposicion V4A-V B y VuB-V A o V A-VyB y V| B-VHA, respectivamente. Los
diacuerpos de cadena simple (scDb) comprenden un fragmento VyA-V B y un fragmento V1B-V| A que estan enlazados
por un péptido enlazador (P) de 12-20 aminoacidos, preferiblemente 14 aminoacidos, (VuA-V B-P-VyB-VA). Los
"captadores de células T bi-especificos (BITE)" son proteinas de fusién que consisten en dos scFv de diferentes
anticuerpos en los que uno de los scFv se une a las células T a través del receptor de CD3, y el otro a una célula
tumoral a través de una molécula especifica del tumor (Kufer et al., 2004)). Las moléculas de redireccionamiento de
doble afinidad (moléculas "DART") son diacuerpos adicionalmente estabilizados a través de un puente disulfuro en el
terminal C.

Los términos "unién especifica" o "uniendo especificamente" a un antigeno se refieren a la capacidad de un ligando
para unirse a un determinante antigénico de un antigeno con alta afinidad. En ese contexto, "alta afinidad" significa
que la Kq para la interaccion esta por debajo de 1 x 10® M, preferiblemente por debajo de 1 x 10® M, mas
preferiblemente por debajo de 1 x 107, incluso mas preferiblemente debajo de 1 x 10® M y mas preferiblemente debajo
de 1x10° M.

Los términos "farmacéutico", "composicion farmacéutica”, "medicamento”, "agente medicamentoso”, "agente" y
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"farmaco” se usan indistintamente en el presente documento en referencia a una sustancia y/o una combinacion de
sustancias que se usan para la identificacion, prevencion o tratamiento del estado o enfermedad de un tejido.

"Farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o
enumerado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en
animales, y mas particularmente en humanos.

El término "ingrediente activo" se refiere a la sustancia en una composicion o formulaciéon farmacéutica que es
bioldgicamente activa, es decir, que proporciona valor farmacéutico. Una composicion farmacéutica puede comprender
uno o mas ingredientes activos que pueden actuar conjuntamente o independientemente uno del otro. El ingrediente
activo puede formularse como formas neutras o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas
con grupos amino libres, tales como aquellas derivadas de acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc.,
y aquellas formadas con grupos carboxilo libres, tales como pero sin limitarse a, las derivadas de sodio, potasio,
amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina y similares.

El término "portador", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia farmacolégicamente inactiva
tal como, pero sin limitarse a, un diluyente, excipiente o vehiculo con el que se administra el ingrediente
terapéuticamente activo. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos o sélidos. Los portadores liquidos
incluyen, pero no se limitan a, liquidos estériles, tales como soluciones salinas en agua y aceites, incluidos aquellos
de petréleo, de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de mani, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también pueden emplearse
como portadores liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Una solucién salina es un portador preferido
cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Ejemplos de portadores farmacéuticos
adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin.

Los "excipientes" farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz,
harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche descremada en
polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares.

El término "adyuvante" se refiere a agentes que aumentan, estimulan, activan, potencian o modulan la respuesta
inmune al ingrediente activo de la composicion a nivel celular o humoral, por ejemplo, los adyuvantes inmunoldgicos
estimulan la respuesta del sistema inmunitario al antigeno real, pero no tienen efecto inmunoldgico por si mismos. Los
ejemplos de tales adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, adyuvantes inorganicos (por ejemplo, sales metalicas
inorganicas tales como fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio), adyuvantes organicos (por ejemplo, saponinas o
escualeno), adyuvantes a base de aceite (por ejemplo, adyuvante completo de Freund y adyuvante incompleto de
Freund), citoquinas (por ejemplo, IL-1B3, IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, GM-CFS e INF-y), adyuvantes en particulas (por
ejemplo, complejos inmunoestimuladores (ISCOMS), liposomas o microesferas biodegradables), virosomas,
adyuvantes bacterianos (por ejemplo, lipido A monofosforilado o péptidos de muramilo), adyuvantes sintéticos (por
ejemplo, copolimeros de bloque no iénicos, analogos de péptidos de muramilo o lipido sintético A), o adyuvantes de
polinucledtidos sintéticos (por ejemplo, poliarginina o polilisina).

Los productos farmacéuticos se administran por una via de administracion adecuada para el caso. Las rutas de
administracion incluyen, pero no se limitan a, administracion intranasal, administracion intramuscular, administracion
subcutanea, administracion oral y administracion tépica.

Una "administracion intranasal" es la administracion de un producto farmacéutico a la mucosa del tracto respiratorio
completo, incluido el pulmén. Tipicamente, el producto farmacéutico se administra a la mucosa de la nariz. La
administracion intranasal se logra mediante instilacion, atomizacion o aerosol. Preferiblemente, dicha administracion
no implica la perforacion de la mucosa por medios mecanicos tales como una aguja.

El término "administracion intramuscular” se refiere a la inyeccion de un producto farmacéutico en cualquier musculo
de un individuo o paciente. Las inyecciones intramusculares preferidas se administran en el deltoides, el vasto lateral
o las areas ventrogluteal y dorsogluteal.

El término "administracion subcutanea” se refiere a la inyeccion de un producto farmacéutico en la hipodermis.

El término "administracion oral" se refiere a la administracion de un producto farmacéutico a través de la boca al
sistema gastrico.

Una "administracion tépica" es la administracion de un producto farmacéutico a cualquier parte de la piel sin penetrar
en la piel con una aguja o un dispositivo comparable. El producto farmacéutico también puede administrarse
topicamente a la mucosa de la boca, nariz, region genital y recto.

El término "soporte de datos" se refiere a cualquier medio de almacenamiento utilizable para proporcionar informacion
al usuario. Estos pueden incluir, pero sin limitarse a, manuales, libros, folletos, volantes, papel, asi como un medio de
almacenamiento legible por ordenador. El término "medio de almacenamiento legible por ordenador"”, como se usa en
el presente documento, se refiere a cualquier medio capaz de almacenar datos en un formato legible por un dispositivo
mecanico tal como por ejemplo, un ordenador. Los ejemplos de medios incluyen, pero no se limitan a, un disco
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magnético, un disco 6ptico, un disco duro, una RAM, una ROM, una EEPROM (por ejemplo, memoria flash), una
EPROM, un DVD, un disco Blu-Ray, un disquete, un disco DVD-RW, un cédigo de barras y caracteres de tinta
magnética.

Realizaciones

En los siguientes pasajes se definen diferentes aspectos de la invencién con mas detalle. Cada aspecto asi definido
puede combinarse con cualquier otro aspecto o aspectos a menos que se indique claramente lo contrario. En particular,
cualquier caracteristica indicada como preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otra caracteristica o
caracteristicas indicadas como preferidas o ventajosas. En el trabajo que condujo a la presente invencion, se demostrd
sorprendentemente que también el ARN intrénico transcrito a partir de repeticiones de hexanucleétidos, presentes en
el genoma, podria traducirse mediante traduccion RAN.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo
que se une especificamente a un polipéptido que consiste en repeticiones de dipéptidos (Gly-Ala),, en las que a es un
numero entero de 16 o mas, en los que el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una
secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 53;
una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID
NO: 54; y una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con
la SEQ ID NO: 55,

y

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende EILPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 64 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDFTNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 60;

o

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 65 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 57;

o

(iii) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYKFIGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 69, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGTTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 66 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFTY de acuerdo con la SEQ ID NO: 59.

La enfermedad caracterizada por una expansién de las repeticiones gendmicas de hexanucledtidos es una
enfermedad neurolégica, mas preferiblemente una enfermedad neurodegenerativa. Las repeticiones gendémicas de
hexanucleodtidos en tales enfermedades se seleccionan del grupo que consiste en GGGGCC y GGCCTG en una
cadena de ADN Yy las repeticiones de hexanucleétidos GGCCCC y CAGGCC en la cadena de ADN complementaria
respectiva, es decir, la enfermedad se caracteriza por una expansion de las repeticiones de hexanucleétidos GGGGCC
y/o GGCCTG en una cadena de ADN vy las repeticiones de hexanucleétidos GGCCCC y CAGGCC en la cadena de
ADN complementaria respectiva. Preferiblemente, la expansion de repeticiones gendmicas de hexanucleotidos
GGGGCC (y/o las repeticiones de hexanucleétido complementarios GGCCCC) caracteriza una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en ALS, FTD, ALS-FTD, y la expansién de repeticiones gendmicas de
hexanucleodtidos GGCCTG (y/ o las repeticiones de hexanucledtidos complementarios CAGGCC) caracteriza la
enfermedad SCA36. Por consiguiente, la expansion de repeticiones de hexanucleétido genémicos GGGGCC y/o
GGCCTG en una cadena de ADN vy la repeticion de hexanucleétido GGCCCC y CAGGCC en la cadena de ADN
complementaria respectiva es un indicador de las enfermedades respectivas.

Se divulga un polipéptido que comprende o consiste en repeticiones de dipéptidos con una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en (Gly-Ala)s, en la que a es un nimero entero de 16 o mas, preferiblemente 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o0 mas.

En realizaciones preferidas, una etiqueta detectable se une, preferiblemente se enlaza covalentemente, a dicho
polipéptido. Las etiquetas adecuadas se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en un fluoréforo, un
cromoforo, un radiomarcador, un coloide metalico, una enzima, una molécula quimioluminiscente o bioluminiscente.
Se prefiere particularmente que la etiqueta detectable sea un fluoréforo, preferiblemente GFP, o una enzima,
preferiblemente una luciferasa.

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo del primer aspecto de la invenciéon se une o forma
especificamente un complejo que consiste en repeticiones de dipéptidos con una secuencia (Gly-Ala),, en la que a es
un numero entero de 16 o mas, preferiblemente 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500,
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4000, 4500, 5000 o mas. El anticuerpo o fragmento de unién al mismo se une a un epitopo formado por el dipéptido
que se repite.

Preferentemente, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos monoclonal, monovalente,
biespecifico, heteroconjugado, multiespecifico, recombinante, heterdlogo, heterohibrido, quimérico, humanizado (en
particular injertados con CDR), desinmunizado o humano. Mas preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado. En realizaciones preferidas adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo IgG. En realizaciones preferidas
adicionales, el fragmento de union a antigeno se selecciona del grupo que consiste en fragmento Fc, fragmentos Fab,
fragmento Fab', fragmentos F(ab');, Fv de cadena sencilla (scFv), scFv en tandem, diacuerpos, diacuerpos
biespecificos, diacuerpos de cadena simple (scDb), triacuerpos, captadores de células T bi-especificos (BiTEs®) y
moléculas de redireccionamiento de doble afinidad (DART®).

Los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos de acuerdo con el primer aspecto de la presente
invencion comprenden una cadena ligera que comprende una secuencia de CDR3 que comprende, que consiste
esencialmente o que consiste en la secuencia de aminoacidos QQLVEYPLT (SEQ ID NO: 53); una secuencia de
CDR2 de cadena ligera que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en la secuencia de
aminoacidos LMSTRAS (SEQ ID NO: 54) y una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende, que consiste
esencialmente en, o que consiste en una secuencia de aminoacidos RSSKSLLYKDGKTYLN (SEQ ID NO: 55) y

(i) una cadena pesada que comprende una secuencia de CDR3 que comprende, que consiste esencialmente en, o
que consiste en la secuencia de aminoacidos GDFTNSHFAY (SEQ ID NO: 60); una secuencia de CDR2 de cadena
pesada que consiste esencialmente en, o que consiste en la secuencia de aminoacidos EILPGSGSTK (SEQ ID NO:
64) y una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en
una secuencia de aminoacidos GYTFTGYWIE (SEQ ID NO: 68 ), preferiblemente este anticuerpo comprende una o
mas, lo mas preferiblemente todas las regiones marco del anticuerpo GA 1A12;

o

(ii) una cadena pesada que comprende una secuencia de CDR3 que comprende, que consiste esencialmente en, o
que consiste en la secuencia de aminoacidos GDYSNSHFAY (SEQ ID NO: 57); una secuencia de CDR2 de cadena
pesada que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en la secuencia de aminoacidos
ENLPGSGSTK (SEQ ID NO: 65) y una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende, que consiste
esencialmente en, o que consiste en la secuencia de aminoacidos GYTFTGYWIE (SEQ ID NO 68), preferiblemente
este anticuerpo comprende una o mas, lo mas preferiblemente todas las regiones marco del anticuerpo GA 5E9;

o

(iii) una cadena pesada que comprende una secuencia de CDR3 que comprende, que consiste esencialmente en, o
que consiste en la secuencia de aminoacidos GDYSNSHFTY (SEQ ID NO: 59); una secuencia de CDR2 de cadena
pesada que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en la secuencia de aminoacidos
ENLPGSGTTK (SEQ ID NO: 66) y una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende, que consiste
esencialmente en, o que consiste en la secuencia de aminoacidos GYKFIGYWIE (SEQ ID NO: 69), preferiblemente
este anticuerpo comprende una o mas, lo mas preferiblemente todas las regiones marco del anticuerpo GA 5F2.

En otra realizacién mas, la invencién proporciona un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, con
una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 y una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende, que
consiste esencialmente en o que consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de la SEQ ID NO:
80, 81y 82.

En realizaciones preferidas del cuarto aspecto, dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une
especificamente al polipéptido (Gly-Ala), de acuerdo con el segundo y tercer aspecto con un valor de K4 de 10 nM o
menos, preferiblemente 9 nM o menos, mas preferiblemente 8 nM o0 menos, mas preferiblemente 7 nM o menos, mas
preferiblemente 6 nM o menos, mas preferiblemente 5 nM o menos, mas preferiblemente 4 nM o menos, mas
preferiblemente 3 nM o menos, mas preferiblemente 2 nM o menos, e incluso mas preferiblemente 1 nM o menos.

En realizaciones preferidas, una etiqueta detectable esta unida, preferiblemente se enlaza covalentemente, al
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. Las etiquetas adecuadas se seleccionan preferiblemente del
grupo que consiste en un fluoréforo, un cromoéforo, un radiomarcador, un coloide metalico, una enzima, una molécula
quimioluminiscente o bioluminiscente. Se prefiere particularmente que la etiqueta detectable sea un fluordforo,
preferiblemente GFP, o una enzima, preferiblemente una luciferasa.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion para el diagndstico in vitro de una enfermedad caracterizada por una
expansion de repeticiones genémicas de GGGGCC, en la que la enfermedad se selecciona de el grupo que consiste
en esclerosis lateral amiotréfica (ALS), demencia frontotemporal (FTD) y esclerosis lateral amiotréfica-demencia
frontotemporal (ALS-FTD).
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En realizaciones preferidas, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con el primer aspecto
de la invencion se usa para diagnosticar in vitro una enfermedad caracterizada por una expansion de repeticiones s
de hexanucleétidos gendmicos, preferiblemente detectando dicho polipéptido en un individuo que tiene, se sospecha
que tiene o es susceptible a dicha enfermedad. Preferiblemente, dicho polipéptido se detecta por cualquiera de los
métodos descritos anteriormente, preferiblemente por medio de transferencia Western, ELISA, FACS e
inmunocitoquimica (por ejemplo, mediante microscopia de fluorescencia o microscopia electrénica). En realizaciones
preferidas, la deteccion del polipéptido que consiste en repeticiones de dipéptidos (Gly-Ala) es un indicador de la
presencia de la enfermedad.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un producto farmacéutico que comprende el anticuerpo o
fragmento de unién al mismo de acuerdo con el primer aspecto de la invencion y/o un acido nucleico que codifica dicho
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En realizaciones preferidas, el producto farmacéutico comprende ademas un portador, excipiente y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable y opcionalmente una o mas sustancias activas adicionales. Las sustancias activas
adicionales pueden ser efectivas contra la misma o contra una enfermedad o trastorno diferente. En consecuencia,
las sustancias activas adicionales comprenden aquellas que tienen un efecto beneficioso en el tratamiento de una
enfermedad caracterizada por una expansion de repeticiones gendmicas de hexanucleétidos. Ademas, las sustancias
activas adicionales pueden dirigirse al tratamiento de diferentes enfermedades o trastornos o afecciones adecuadas
para administrarse en combinacion con el ingrediente activo para el tratamiento de una enfermedad caracterizada por
una expansion de las repeticiones gendmicas de hexanucledtidos.

Preferiblemente, el producto farmacéutico del segundo aspecto contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de
dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con el primer aspecto de la invencion y/o un
acido nucleico que codifica dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, preferiblemente en forma
purificada, junto con una cantidad adecuada de portador y/o excipiente para proporcionar la forma de administracion
adecuada al paciente. La formulacién debe adaptarse al modo de administracion.

El producto farmacéutico puede tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, capsulas,
polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. El producto farmacéutico puede formularse como un
supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como los triglicéridos.

Para preparar los productos farmacéuticos de la presente invencion, los vehiculos farmacéuticamente aceptables
pueden ser sdlidos o liquidos. Las composiciones en forma sélida incluyen polvos, tabletas, pildoras, capsulas,
pastillas, capsulas lisas, supositorios y granulos dispersables. Un excipiente sélido puede ser una o mas sustancias,
que también pueden actuar como diluyentes, agentes saborizantes, aglutinantes, conservantes, agentes
desintegrantes de tabletas o un material encapsulante. En polvos, el excipiente es preferiblemente un sélido finamente
dividido, que esta en una mezcla con el inhibidor finamente dividido de la presente invencion. En tabletas, el ingrediente
activo se mezcla con el portador que tiene las propiedades de unidn necesarias en proporciones adecuadas y se
compacta en la forma y tamafio deseados. Los excipientes adecuados son carbonato de magnesio, estearato de
magnesio, talco, azucar, lactosa, pectina, dextrina, almidon, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa
de sodio, una cera de bajo punto de fusidon, manteca de cacao y similares. Para preparar supositorios, primero se
derrite una cera de bajo punto de fusioén, tal como una mezcla de glicéridos de acidos grasos o manteca de cacao, y
el componente activo se dispersa homogéneamente, tal como por agitacion. La mezcla homogénea fundida se vierte
en moldes de tamafio conveniente, se deja enfriar y, por lo tanto, se solidifica. Las tabletas, polvos, capsulas, pildoras,
capsulas lisas y pastillas se pueden usar como formas de dosificacion sélidas adecuadas para administracion oral.

Las composiciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, por ejemplo, agua, soluciones
salinas, dextrosa acuosa, soluciones de glicerol o soluciones de agua/propilenglicol. Para inyecciones parenterales
(por ejemplo, inyecciones intravenosa, intraarterial, infusion intradsea, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal,
intradérmica e intratecal), las preparaciones liquidas se pueden formular en solucién, por ejemplo, en solucién acuosa
de polietilenglicol. Una solucion salina es un portador preferido cuando la composiciéon farmacéutica se administra por
via intravenosa.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica esta en forma de dosificacién unitaria. En tal forma, la composicion
puede subdividirse en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma de
dosificacién unitaria puede ser una composicién empaquetada, conteniendo el empaque cantidades discretas de la
composicion, tales como tabletas, capsulas y polvos empacados en viales o ampollas. Ademas, la forma de
dosificacion unitaria puede ser una capsula, un vial de inyeccion, una tableta, una capsula lisa o una pastilla misma, o
puede ser el nimero apropiado de cualquiera de estas en forma empacada. La composicion, si se desea, también
puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes reguladores de pH.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 en el diagndstico in vitro de una enfermedad caracterizada por una expansion
de repeticiones gendmicas de GGGGCC, en la que la enfermedad se selecciona de grupo consiste en esclerosis
lateral amiotrofica (ALS), demencia frontotemporal (FTD) y esclerosis lateral amiotrofica-demencia frontotemporal
(ALS-FTD).
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Las repeticiones de hexanucledtidos tienen una secuencia de GGGGCC. Preferiblemente, el hexanucleétido
(GGGGCC), es responsable de la formacion de agregados responsables de ALS, FTD o ALS-FTD, y el niumero "n" es
al menos 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350, 400,

450 y 500 o0 mas.

Los siguientes ejemplos y figuras son meramente ilustrativos de la presente invencién y no deben constituirse en
limitantes del alcance de la invencion como se indica por las reivindicaciones adjuntas de ninguna manera.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Anticuerpos

Para detectar directamente la expresion de las proteinas de repeticion postuladas, se generaron anticuerpos (anti-GA
y anti-GP) contra péptidos (GA)15 y (GP)+5 fusionados con la proteina de uniéon a maltosa y se probd un anticuerpo
monoclonal (anti GR) que originalmente se generd contra un epitopo EBNA2A que incluye una repeticion (GR)s
(Kremmer et al., 1995).

Se inmunizaron conejos con proteinas de fusion MBP que contenian repeticiones (GA)ss 0 (GP)15 en el terminal C
(Eurogentec). El suero resultante se purificd con proteinas de fusiéon GST que contenian (GA)1s 0 (GP)+5 en el terminal
C. Brevemente, la proteina expresada en E. coli se entrelaz6 con Glutation Sefarosa (Pierce) y los anticuerpos unidos
se eluyeron mediante cambio de pH (NaCl 0,15 M, glicina 0,1 M pH = 2,5) y se neutralizaron inmediatamente (0,1
volumenes de Tris 1 M pH = 9,5). El anticuerpo 5A2 monoclonal especifico de la repeticion de poli-GR de rata se
genero originalmente contra el antigeno peptidico (GQSRGQSRGRGRGRGRGRGKGK; SEQ ID NO: 47) de EBNA2
y detecta especificamente GST-(GR)5 (Figura 1A) (Kremmer et al., 1995). Anticuerpo p62 (ratén, BD transduccion),
TDP de conejo (Protein Tech), fosfo-TDP-43 (Ser409/Ser410, clon 1D3) (Neumann et al., 2009) y GST de rata (6G9,
Sigma) estan disponibles comercialmente.

Los tres anticuerpos DPR detectaron el antigeno de repeticion respectivo mediante inmunotransferencia sin reaccion
cruzada con las otras dos proteinas DPR (Figura 1A).

Ejemplo 2 - Constructos de repeticion de hexanucleétidos

Para probar si tales proteinas de repeticion pueden traducirse en ausencia de un codén de inicio, se clond la region
de repeticion de pacientes con C9orf72 en un vector de expresion mamifero usando PCR cebada de repeticion.

La repeticion del hexanucledtido se amplificé por PCR cebada de repeticion (6) de linfoblastos del paciente
(AGTACTCGCTGAGGGTGAAC; SEQ ID NO: 48; y CGTACGC ATCCCAGTTTGAGAGCCCCGGCCCCGGCCCCGG
CCCC; SEQ ID NO: 49) y clonacion TOPO en pEF6-V5/His (Invitrogen). Ni el sitio de clonacién multiple ni la secuencia
gendémica C9orf72 contienen codones de inicio ATG. Adicionalmente, multiples codones de parada estan presentes
en todos los marcos de lectura secuencia arriba de la repeticion de GGGGCC. Los plasmidos se transformaron en
bacterias Stbl2 (Invitrogen) que se cultivaron a 32 °C para evitar la recombinacion. Debido al contenido extremo de
GC, solo se pueden secuenciar ~20 repeticiones. Por lo tanto, se estimaron nimeros de repeticién mas altos por
digestion de restriccion (Figura 1B).

Para los constructos mas largas solo se pudo usar digestion de restriccion para estimar el nUmero de repeticion que
oscila entre ~28 y ~145, debido a que el contenido extremo de GC impide la secuenciacion (Figura 1B panel superior).
La region secuencia arriba de la repeticion de GGGGCC carece de codones de inicio ATG y esta construida en células
HEK293 (cultivadas con DMEM suplementado con FCS al 10% y penicilina/estreptomicina), los anticuerpos anti-GA
detectaron proteinas de tamafio creciente comenzando con un producto débil de ~38 repeticiones, lo que sugiere que
los mecanismos de traduccién requieren una longitud minima de repeticion (Figura 1B, flecha). Sin embargo, no se
puede excluir la traduccion de polipéptidos mas cortos que no se detectaron debido a la degradacion rapida o un
menor nimero de epitopos repetidos. No se detectaron productos de poli-GR (datos no mostrados) y solo el constructo
mas largo con ~145 repeticiones expresaron adicionalmente cantidades detectables de poli-GP (Figura 1B). Juntos,
estos datos indican que las repeticiones de GGGGCC de longitud media se traducen predominantemente en poli-GA
y cantidades menores de proteinas poli-GP en células HEK293 (Figura 1B).

Ejemplo 3 - Ensayo de trampa de filtro

Para analizar la agregacion de poli-GA, se realizaron ensayos de trampa de filtro de cerebelo post mortem humano de
controles sanos y pacientes con FTLD/ALS-TDP con y sin expansion repetida de hexanucleétidos de C9orf72. Este
método esta bien establecido para el estudio de la agregacion de poli-Q (Li et al., 2003).

El material del paciente fue proporcionado por Neurobiobank Munich, Ludwig-Maximilians-University Munich vy el
Antwerp Bio Bank en el Instituto Born-Bunge, Universidad de Antwerp y fue recopilado y distribuido de acuerdo con
las directrices de los comités éticos locales.

El cerebelo se homogeneiz6 en PBS que contenia Triton-X 100 al 1%, MgCl, 15 mMy 0,2 mg/mL de DNasa I. Tras la
centrifugacion (180.000 g durante 30 min a 12 °C) el sedimento insoluble se resuspendié en SDS al 2% 100 mM Tris
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pH =7 y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se filtré a través de una membrana de acetato de
celulosa con un tamafio de poro de 0,2 um (Li et al., 2003).

Se observé una fuerte sefial de poli-GA solo en pacientes con FTLD/ALS con expansién repetida de hexanucleétidos
(Figura 1C) que indica que poli-GA forma agregados insolubles en SDS en el cerebelo. Ademas, también se detectd
poli-GP y poli-GR insolubles en pacientes con C9orf72 (Figura 1C). El material insoluble en SDS al 2% se solubilizd
parcialmente al hervir en SDS al 8% y se pudo analizar mediante SDS-PAGE. Los tres anticuerpos especificos de
DPR detectaron agregados de alto peso molecular en la parte superior del gel en portadores de mutacion C9orf72,
pero no en los controles (Figura 1D). Estos hallazgos indican que se genera agregacion de proteinas DPR en los tres
marcos de lectura especificamente en pacientes con mutacion C9orf72.

Ejemplo 4 - Inmunotincion

Las secciones embebidas en parafina se desparafinizaron primero con xileno y etanol. Después de un breve lavado
con agua desionizada, la recuperacion de antigeno se realizé6 sometiendo a microondas las secciones seis veces 3
min en regulador de citrato 100 mM (pH 6,0). Las secciones se dejaron reposar durante 20 minutos seguidas de un
breve lavado con agua desionizada. La peroxidasa enddgena se bloqued con H2O; al 5% en metanol durante 16
minutos. Después de enjuagar con agua desionizada, las secciones se asentaron en PBS con Brij35 al 0,05%. El
bloqueo se realizé con FCS al 2% en PBS durante 5 min. Los anticuerpos primarios se diluyeron con solucion de
bloqueo y se incubaron durante la noche a 4 °C. Para los anticuerpos monoclonales de rata 5A2 y 1D3, se uso
adicionalmente anticuerpo secundario anti-rata de conejo (PARIS Anticorps) a una dilucién 1:2000 durante 1 h. Las
secciones se lavaron dos veces con PBS con Brij35 al 0,05% durante 5 minutos y se desarrollaron con el kit de IHC
DCS SuperVision 2 HRP (DCS) o el sistema de deteccion de polimeros NovoLink para anticuerpos de rata (Leica)
usando DAB como cromdgeno. Se obtuvieron imagenes microscépicas con un microscopio BX50 y el software Cell-D
(Olympus). Para las especies de inmunofluorescencia, se usaron anticuerpos secundarios especificos conjugados con
Alexa-488 o Alexa-544 (Invitrogen) para doble tincion. Se usé TOPRO-3 (Invitrogen) como tinciéon nuclear. La
autofluorescencia se redujo con Negro Sudan al 0,3%. Se obtuvieron imagenes confocales con LSM510 (Zeiss) con
una lente de inmersién en aceite 63x/1.4, utilizando un diametro de agujero de alfiler de 1 unidad Airy. El brillo y el
contraste de cada imagen se mejoraron linealmente utilizando el software LSM (Zeiss).

Ejemplo 5 - Patrones de distribucion celular de las proteinas DPR

Para determinar los patrones de distribucién celular de estas proteinas DPR en pacientes con mutaciones C9orf72,
nos enfocamos en el cerebelo y el hipocampo en el analisis inmunohistoquimico ya que estas regiones del cerebro
contienen abundantes patologias de inclusiones (Al-Sarraj et al., 2011; Mahoney et al., 2012; Bigio et al., 2012) (Figura
3A y 4A/B). Sorprendentemente, en todos los casos con expansion de repeticion de C9orf72, los anticuerpos
especificos de poli-GA detectaron inclusiones citoplasmaticas neuronales en forma de punto (Figura 3B y 4C). Su
forma y abundancia fue similar a las inclusiones positivas para p62/negativas para TDP-43 consideradas
patognomonicas para los casos de mutacion C9orf72. Ademas, estos tipos de inclusiones también fueron detectados
por anticuerpos contra poli-GP y poli-GR, sin embargo, en un grado mucho menor (Figura 3C/D y 4D/E). Esto sugiere
que, en comparacion con las proteinas poli-GA, las proteinas poli-GP y poli-GR se traducen de manera menos eficiente
o tienen una menor propension de agregacion (comparese con la Figura 1B). En el hipocampo, la mayoria de las
inclusiones tefiidas por los tres anticuerpos DPR se parecian a las inclusiones en forma de estrella positivas para p62
tipicas de los pacientes con C9orf72 (Figura 4F-1 y 5). Como se informé para las tinciones de p62 (Al-Sarraj et al.,
2011; Bigio et al., 2012), también se observaron algunas inclusiones intranucleares neuronales positivas para DPR
(Figura 4J). Una patologia DPR similar es visible en otras regiones del cerebro, incluida la capa granular del giro
dentado, la capa molecular del cerebelo y la neocorteza (Figura 4K/L y Figura 2).

Ejemplo 6 - Co-localizacién de agregados positivos para DPR y positivos para p62

A continuacion se analizo si los agregados positivos para DPR son idénticos a los agregados positivos para p62. La
inmunofluorescencia dual en secciones del hipocampo de un caso con C9orf72 mostré co-localizaciéon de poli-GA,
poli-GP y poli-GR con p62 en las inclusiones caracteristicas similares a estrella (Figura 4M-O y 6D/E). Sin embargo,
no hubo coagregacion de las proteinas fosfo-TDP-43 y DPR (Figura 6A-C), aunque ocasionalmente los pequefios
agregados esféricos de poli-GA estaban rodeados de fosfo-TDP-43 agregados formando un nucleo dentro de las
inclusiones de fosfo-TDP-43 (Figura 6F). De acuerdo con el ensayo de trampa de filtro (véase la Figura 1C), tales
agregados de poli-GA no fueron detectables en casos de FTLD-TDP sin expansiones repetidas de C9orf72 o en casos
con enfermedad de Huntington, que presenta estiramientos poli-Q expandidos (Figura 7A-B). En total, se identificaron
agregados intraneuronales que contenian poli-GA, poli-GP y poli-GR en los siete pacientes analizados con expansion
de repeticion de C9orf72 genéticamente confirmada, pero no en otros nueve casos con una longitud de repeticion
normal (véase la Figura 2). Curiosamente, algunos pacientes con mutaciones C9orf72 mostraron notablemente pocas
inclusiones de fosfo-TDP-43 en todo el cerebro. Hasta ahora, solo se ha informado un caso excepcional (TJ-9)
clasificado como FTLD-UPS con mutacion C9orf72 y prominente patologia de ubiquitina pero sin patologia detectable
de TDP-43 (3, 6). Se descubrieron abundantes agregados de poli-GA y algunos agregados de poli-GP y poli-GR en la
corteza temporal de este paciente (Figura 7C y Figura 2), lo que sugiere que las proteinas DPR son cruciales para la
patogénesis de FTLD en este caso. Por lo tanto, se propone que poli-GA es la principal especie de agregacion en
pacientes con FTLD-UPS con expansion de repeticion de C9orf72 y, por lo tanto, puede ser la principal causa de
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neurodegeneracion.
Ejemplo 7 - Analisis de RT-PCR del nivel de ARNm de C90rf72 y la repeticion de GGGGCC

Hasta ahora, los datos mas sélidos para el patomecanismo en pacientes con C9orf72 apoyan la haploinsuficiencia a
través de una expresion fuertemente reducida del alelo mutante (DeJesus-Hernandez et al., 2011, y Gijselinck et al.,
2012, van der Zee et al., Human Mutation 2012).

Para confirmar aun mas el patomecanismo de DPR se evalué el nivel de ARNm de C9orf72 en pacientes a través de
analisis de RT-PCR (la posicién de los cebadores utilizados se indica en la Figura 8A).

El ARN del paciente se extrajo usando el kit RNeasy (Qiagen) que incluye una etapa de ADNasa | para eliminar el
ADN gendémico. Se confirmé una calidad de ARN suficiente utilizando el Nano kit Agilent RNA 6000 en el Bioanalizador
Agilent 2100. Los valores de RIN resultantes (4,7 - 7,2) no fueron estadisticamente diferentes entre los casos y
controles de C9orf72 (p = 0,25, prueba t de Student). EIl ADNc se generd usando el kit de transcripcion inversa
MicroARN Tagman (Life Technologies) con hexameros aleatorios o cebadores especificos de cadena para C9orf72
(CAATTCCACCAGTCGCTAGA; SEQ ID NO: 37; y CTGCGGTTGCGGTGCCTGC; SEQ ID NO: 38). Se realizé6 PCR
cuantitativa utilizando SsoFast EvaGreen (Biorad) usando cebadores intréonicas especificos de C9orf72
(AAGAGGCGCGGGTAGAAG; SEQ ID NO: 39; y AGTCGCTAGAGGCGAAAGC; SEQ ID NO: 40) y cebadores
exonicos que abarcan intrones para C9orf72 (todas las isoformas: ACTGGAAT GGGGATCGCAGCA; SEQ ID NO: 41;
y ACCCTGATCTTCCATTCTCTCTGTGCC; SEQ ID NO: 42; isoformas que contienen el exdn alternativo 1b:
CTGCGGTTGCGGTGCCTGC; SEQ ID NO: 43; y AGCTGGAGATGGCGGTGGGC; SEQ ID NO: 44) y el gen de
mantenimiento YWHAZ (TGAACAAAAGACGGAAGGTGCTG; SEQ ID NO: 45; y TCTGATAGGATGTGTTGGTTGCA,;
SEQ ID NO: 46).

Se confirmé que los niveles de ARNm de C90rf72 se redujeron ~ 50% en el cerebro del paciente (Figura 8B). Sin
embargo, la expresion del intrén 1 (donde se encuentra la repeticion de GGGGCC) aumenta fuertemente en los
pacientes con C9orf72 que argumenta una estabilizacion selectiva de la repeticion que contiene pre-ARNm (o el intrén
1 extirpado solo). Se establecié que, ademas de loas transcritos sentido, también se aumentaron los transcritos
antisentido en pacientes con C9orf72 (véase la Figura 8B). Este hallazgo tiene implicaciones importantes para los
esfuerzos terapéuticos que utilizan oligonucledtidos antisentido como tratamiento para pacientes con C90rf72 y enlaza
los tres mecanismos propuestos de la enfermedad: haploinsuficiencia, captura de proteinas de union a ARN y
traduccion de RAN.

Ejemplo 8 - Analisis cuantitativo de la colocalizacion de inclusiones de p62 y poli-GA/GP/GR

Para analizar qué fraccion de tipos de células individuales en cualquier region cerebral afectada muestra
acumulaciones de la repeticion del dipéptido y evaluar el grado preciso de colocalizacion de inclusiones
inmunorreactivas de poli-GA/GP/GR con aquellas inmunomarcadas por el anticuerpo p62, se analizé
cuantitativamente la colocalizacién de poli-GA con p62 en las inclusiones caracteristicas en tres pacientes (véase la
Figura 6G). Colocalizacion de inclusiones positivas para p62 y DPR en el cerebelo y la region CA4 del hipocampo
cuantificadas por inmunofluorescencia doble en tres pacientes con mutacion C9orf72 (TJ-1, TJ-2 y TJ-3). En el
cerebelo, en total, se contabilizaron 370 a 822 (analisis de poli-GA), 123 a 566 (analisis de poli-GP) y 211 a 596
(analisis de poli-GR) inclusiones por paciente. En CA4 en total se analizaron 48-73 inclusiones por paciente para cada
especie de DPR. En el cerebelo, mas del 90% de las inclusiones positivas para p62 también fueron positivas para poli-
GA. En el hipocampo, este niumero fue incluso mayor: 98%. Ademas, se analiz6 la colocalizacion de todos los poli-GP
y poli-GR en CA4. De acuerdo con la impresion del andlisis inmunohistoquimico (véase mas arriba), poli-GA es la
especie predominante de DPR. Esto sugiere fuertemente que poli-GA es el componente principal en inclusiones
positivas para p62 y negativas para TDP-43 y, por lo tanto, una nueva proteina importante de la enfermedad en
pacientes con C9orf72 que permite el diagnéstico, profilaxis y tratamiento de la enfermedad.

Ejemplo 9 - Identificacion de proteinas de unién especificas para la repeticion del hexanucleétido GGGGCC

Para identificar proteinas, que podrian estar unidas por las repeticiones de hexanucleétidos GGGGCC, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion pull-down usando ARN biotinilado transcrito in vitro que contienen 23 repeticiones
GGGGCC o0 17 AAAACC como control. Las sondas de ARN transcritas in vitro biotiniladas se incubaron con extractos
nucleares de células HEK 293 (el extracto nuclear se preparé como se describié previamente (Dignam et al., 1983).
La concentracion de proteina se determiné mediante el método BCA) en ausencia o en presencia de un exceso de 50
veces de ARN competidor no biotinilado que contiene la repeticion GGGGCC (Figura 9A). EI ARN competidor evité la
union como se indica mediante un flujo fuertemente mejorado (Figura 9A; carril 4). Usando concentraciones crecientes
de sal para la elucién de las proteinas unidas, se observé afinidad diferencial de unién de proteinas a las repeticiones
GGGGCC/AAAACC tras la elucion con NaCl 500 mM (Figura 9A). Las proteinas que se eluyen con NaCl 500 mM de
las repeticiones GGGGCC o AAAACC se sometieron a LC-MS/MS. Esto permitio la identificacion de 235 proteinas en
tres réplicas. Se identificaron 188 proteinas al menos dos veces en los tres experimentos de inmunoprecipitacion pull-
down. De estas 188 proteinas, la unién de 127 proteinas podria competir con un exceso de sondas de GGGGCC no
biotiniladas. 72 proteinas mostraron al menos una unién de 2 veces a GGGGCC sobre AAAACC. Finalmente se
seleccionaron todas las proteinas con abundancia = 20 en la muestra de GGGGCC. Estos estrictos criterios de
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filtracion dieron como resultado 20 proteinas candidatas principales, de las cuales la mayoria eran factores conocidos
que interactian con ARN, tales como ribonucleoproteinas heterogéneas (RNPhn), factores de empalme y proteinas
de uniéon a ARNm (Figura 10). Luego se confirmé una seleccion de estas 20 proteinas para las cuales los anticuerpos
especificos estaban disponibles comercialmente mediante transferencia Western de las fracciones de elucion. Para
RNPhn A3, RNPhn A2B1, SFPQ, ILF3, NONO, RNPhn L, IL2BP1, ILF-2 y FUS, la union fuerte y selectiva a la repeticion
de GGGGCC se pudo confirmar en la fraccion de NaCl 500 mM, y estas sefiales fueron completamente bloqueadas
por un doble exceso de 50 veces de la sonda GGGGCC no marcada (Figura 9B).

Ejemplo 10: Identificacion de anticuerpos que se unen especificamente a la repeticion de GGGGCC

Para determinar si los anticuerpos se unen especificamente con alta afinidad a un polipéptido que consiste en
repeticiones de dipéptidos de la secuencia (Gly-Ala), se generaron tres anticuerpos monoclonales de ratdn diferentes
(GA-5E9; GA-5F2 y GA-1A12). La generacioén de anticuerpos monoclonales con la estrategia publicada en Mori et al.,
Science 2013, fracas6 porque predominantemente se indujeron IgM, que no son estables en las células de hibridoma
y tienen poca afinidad. Solo la inmunizacién de péptidos GA1o agregados dio como resultado anticuerpos IgG anti-GA.
Los anticuerpos se generaron inmunizando ratones CBL por via subcutanea e intraperitoneal con 30 ug de péptido
recombinante agregado que contenia un GAio unido a polietilenglicol (C-PEG-(GA):0) por via subcutanea e
intraperitoneal con una mezcla de 5 nmol del oligonucleétido CpG 2006 (Tib Molbiol, Berlin, Alemania), 150 pL de PBS
y 150 pL de adyuvante de Freund incompleto. Los ratones se reforzaron con 30 ug de péptido en PBS después de 6
semanas. Las células hiperinmunes del bazo se fusionaron con la linea celular de mieloma de raton P3X63Ag8.653
usando procedimientos estandar. Los sobrenadantes fueron seleccionados por ELISA, inmunotransferencia e
inmunohistoquimica. Los clones GA 1A12 y GA 5E9 de la subclase IgG1 y el clon GA 5F2 de la subclase IgG2a se
subclonaron de manera estable.

Partes alicuotas de proteinas de fusion GST purificadas que contenian GA-DPR (GA)+s, GP-DPR (GP)15, GR-DPR
(GR)15, AP-DPR (AP)15, PR-DPR (PR)15 se sometieron a electroforesis y se realiz6 la transferencia Western usando
los anticuerpos indicados (GA 5E9, GA 5F2, GA 1A12). Las proteinas de fusion GST que contenian GP-DPR, GR-
DPR, AP-DPR, PR-DPR se usaron como control para la especificidad de unién a GA. Para obtener mas informacion
sobre la afinidad de los anticuerpos utilizados, se realizé un ensayo ELISA de acuerdo con el siguiente procedimiento
experimental:

Tomados en conjunto, estos datos demuestran que la traduccién de la expansion de repeticion de GGGGCC intrénica
en pacientes con FTLD/ALS conduce a la acumulacién de agregados de DPR insolubles. Poly-GA, la DPR mas
hidréfoba, se detectd de manera mas solida tras la transfeccion de repeticiones de GGGGCC en células HEK293 y en
el ensayo de trampa de filiro de cerebelo humano. Ademas, los anticuerpos poli-GA tifieron mas del 90% de las
enigmaticas inclusiones positivas para p62/negativas para TDP-43 encontradas exclusivamente en casos de
FTLD/ALS con mutacion C9orf72. En menor medida, las proteinas poli-GP y poli-GR también fueron detectables en
estos agregados. Ninguno de los productos esta codificado por un marco de lectura abierto.

Una amplia evidencia sugiere un papel patogénico de las inclusiones de DPR en pacientes con FTLD con expansion
de repeticion de hexanucledtidos de C9orf72. Primero, la patologia de DPR es predominante en regiones cerebrales
clinicamente relevantes (hipocampo y neocorteza frontotemporal) y probablemente precede a la patologia de TDP-43,
porgue ocasionalmente se observé poli-GA en el nlcleo de las inclusiones de TDP-43, pero nunca se encontro tincion
de fosfo-TDP-43 dentro de las inclusiones de DPR. En segundo lugar, los pacientes con C9orf72 mostraron atrofia
cerebelosa que no ocurre en otras variantes genéticas o esporadicas de FTLD/ALS que carecen de inclusiones DPR
cerebelosas. En tercer lugar, la patologia de DPR es una consecuencia directa de la expansién de hexanucledtidos,
la causa genética mas comun de FTLD/ALS. Finalmente, al menos un portador de la expansion de C9orf72 tenia
abundante patologia de DPR y la variante de comportamiento clinico de FTLD, pero no habia patologia detectable de
inclusion de TDP-43. Por lo tanto, los anticuerpos especificos de DPR seran una herramienta valiosa para diseccionar
aun mas el papel de las abundantes inclusiones negativas de TDP-43 en diferentes regiones del cerebro.

[0146] Las proteinas de repeticion de dipéptidos son la proteina principal de la enfermedad en las inclusiones
caracteristicas corticales y cerebelosas en pacientes con FTLD/ALS con expansion de hexanucleotidos de C9orf72 y
estan directamente relacionadas con la patologia predominante. El mecanismo de traduccioén inusual y el producto
altamente anormal facilitan enfoques diagndsticos y/o terapéuticos mas selectivos que los posibles para otras
enfermedades neurodegenerativas. Los enfoques diagndsticos y/o terapéuticos adecuados incluyen la aplicacion y/o
administracion de oligonucledétidos, anticuerpos o fragmentos de unidn a antigeno de los mismos, proteinas similares
a anticuerpos y/o peptidomiméticos dirigidos contra las repeticiones de hexanucleétidos o la proteina DPR.
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ggctegtecce cgagtagggg acgggaacgce ctgggtccecg gggacgtggg gecgcagggtce 60
tggggcccga ggccacggac gaagcgggaa gccggctagg cagcecggtcte tgtctgggat 120
ggacgccgeg ccccacgegg acctcccgec ccgacttcac ccagetetge tgeccgtaac 180
tcatatgaca agaacatcag gaaccggact attaccccga aagggccttce ccaagtegtt 240
tcgccgectg cagtgcccga ccgggggcecg cgcgtccccg gcaaccacgc ccgcccgege 300
agctgcagag gccggaaaag gcccgetcge ccgegetcgg caccacccag cccgegetcece 360
gggcgatacc accctgggeg gecccctccaa aggceccggaga tggtgtegte cceggectcece 420
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ccgtgggete ctttggcecgge cccgcagacce ctcatcgege gggtcccage atgcacageg 840
cgctcccacg tggececggecg ageggttcgg ggcgggggga cgggcectgga aagcectctaga 900
tcecgggggte tttacecttga cccatgggta gaatcgetet agcaattaga aataagecte 960
ccggacgceceg cccccgaacg attaaagcag aagectgggat gtggggccca ggtatcagcea 1020
tattttaaga gcttccaagg ctgagaaccg ctgcttgact gcgccgcaga ggcaggaggg 1080
agggaaggaa accacttagc ctctttctcee ccccaggtgg aggagtectgt getcaacctg 1140
ggcaaattcc acagcatcgt tcgtctggtg gecttttgtce cctttgecte atccca 1196
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Gln Phe His Gln Ser Leu Glu Ala Lys Ala Arg His Pro Ala Ser Val
35 40 45

Arg Glu Met Arg Gly Lys Val Lys Met Arg Arg Ala Leu Arg Arg Ala
50 55 60

Pro Ala Ser Thr Arg Ala Ser Ser Arg Gln Pro Asn Pro Lys Gln Pro
65 70 75 80

Pro Ala Arg Met Pro Pro Pro His Ser Pro Thr Arg His Arg Leu Arg
85 90 95

Leu Arg Arg Arg Gly Arg Arg His Arg Asn Arg Ser Pro Ala Pro Gly
100 105 110

Pro Pro Pro Gly Pro Pro Arg Pro Arg
115 120

<210> 16

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Arg Leu Thr Arg Arg Lys Gln Gly Gly Lys Gln Pro Gln Pro Val Ala
1 5 10 15

Ser Ser Gly Thr Gln Glu Ser Arg Ala
20 25

<210> 17

<211> 59

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 17

Gly Glu Pro Pro Leu Leu Pro Ala Pro Leu Pro Gly Ser Arg Thr Pro
1 5 10 15

Asn Ser His Pro Pro Gly Cys Arg Leu Leu Thr His Pro Leu Ala Thr
20 25 30

34



10

ES 2744 804 T3

Ala Cys Ala Ser Ala Ala Ala Gly Ala Gly Thr Ala Thr Ala Ala Pro

35

40

Pro Arg Ala Arg Pro Arg Ala Arg Pro Asp His

50
<210> 18
<211> 160
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

Ser Pro Arg

1

Gly Pro

Arg Pro

Arg Ser
50

Gly Lys
65

Ser Pro

Ala Ser

Ala Ala

Thr His
130

Gln Pro
145

<210> 19
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln

Leu

35

Gln

Gln

Thr

Ser

Glu

115

Ser

Gln

Arg

Lys

20

Ser

Arg

Ala

Pro

Ser

100

Pro

Pro

Pro

Gln

Pro

Thr

Val

Arg

Ser

85

Glu

Gln

Pro

Arg

Gly

Arg

Arg

Pro

Met

70

Phe

Glu

Thr

Pro

Pro
150

55

Pro

Ala

Gly

Gly

55

Gln

Gly

Ser

Ala

Ala

135

Gly

Ser

Ala

Ser

40

Lys

Ala

Gln

Pro

Thr

120

Pro

Pro

Arg

His

25

Leu

Glu

Ile

Arg

Arg

105

Arg

Pro

Ala

35

Val

10

Pro

Phe

Thr

Pro

Asn

90

Phe

Gln

Pro

Pro

Pro

Pro

Ser

Ala

Pro

75

Glu

Tyr

Asp

Pro

Gly
155

Ser

Ala

Ser

Arg

60

Val

Arg

Pro

Ala

Arg

140

Pro

45

Glu

Phe

Pro

45

Val

Ala

Glu

Arg

Ala

125

Ala

Ala

Pro

Pro

30

Gln

Leu

Arg

Ser

Leu

110

Ser

Gln

Pro

Arg

15

Gln

Arg

Arg

Gly

Lys

95

Phe

Ser

Ala

Thr

Leu

Ala

Gln

Ala

Glu

80

Asn

Pro

Leu

Pro

Thr
160
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<400> 19

ES 2744 804 T3

Gly Val val Ala Gly Arg Gly Arg Arg Asp Gly Gly Gly Phe Gly Leu

1

5

Arg Ser Gly Arg Arg Gln

20
<210> 20
<211> 134
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20

Gln Glu His Gln
1

Arg Phe Ala Ala
20

Pro Arg Pro Pro
35

Ala Leu Gly Thr
50

Ala Pro Pro Lys
65

Gly Gly Ala Gly

Ala Leu Ala Ala
100

Glu Trp Leu Arg
115

Val Arg Ala Ala
130
<210> 21
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Glu

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

85

Leu

Gly

Asp

Pro

Ser

Gln

Gln

Gly

70

Trp

Arg

Ala

Arg

Asp

Ala

Leu

Pro

55

Asp

Pro

Ala

Gly

Tyr

Arg

Gln

40

Ala

Gly

Leu

Glu

Asp
120

Tyr

Pro

25

Arg

Leu

Val

Glu

Pro

105

Ala

36

10

Pro

10

Gly

Pro

Arg

Val

Pro

90

Gly

Thr

Glu

Ala

Glu

Ala

Pro

75

Gly

Ser

Val

Arg

Ala

Lys

Ile

60

Gly

Ser

Trp

Gly

Ala

Arg

Ala

45

Pro

Leu

Ala

Arg

Val
125

Phe

Pro

30

Arg

Pro

Arg

Arg

His

110

Ser

15

Pro

15

Arg

Ser

Trp

Leu

Arg

95

Gly

Ala

Ser

Gln

Pro

Ala

Val

80

Ser

Glu

Cys



ES 2744 804 T3

Pro His Cys Glu Pro Asn Pro Gly Ala Gly Ala Met Val Arg Ser Gly
1 5 10 15

Cys Gly Ala Arg Ala Thr Arg Arg Trp Gly Phe Arg Pro Ala Phe Gly

20 25 30

Pro Gln Thr Gly
35

<210> 22

<211> 67

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22

Gly Ser Ala Gly Pro Pro Lys Glu Pro Thr Asp Leu Thr His Leu Arg
1 5 10 15

Leu Gln Gln Thr Asp Leu Leu His Phe Leu Gln Arg Gln Gln Arg Val
20 25 30

Ala Asp Arg Val Leu Lys Gln His Val Gln Gln His Leu Glu Arg Glu
35 40 45

Pro Gly Arg Glu Arg Gln Arg Asn Leu Ser Val Cys Arg Asn Pro Phe
50 55 60

Pro Gly Gln
65

<210> 23

<211> 53

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

37
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15

ES 2744 804 T3

Ser Pro Pro Leu Pro Ser Ala
1 5

Gln Thr Ala Arg Ala Thr Ala
20

Ser Thr Gln Pro Gln Arg Leu
35

Gly Ala Gly Ala Gly
50

<210> 24

<211> 41

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 24

Pro Thr Ala Cys Ser Asn Ser
1 5

Arg Gly Ala Ser Val Asn Ala
20

Gln Gly Arg Arg Arg Arg Arg
35
<210> 25
<211> 47
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (13)..(14)

<223> el dipéptido GA se repite m times
<400> 25

Gln Ala Leu Glu Leu Arg Ser
1 5

Trp Ser Gly Arg 2Ala Arg Gly
20

Val Pro Ala Pro Ala Ala Ala
35

<210> 26

Pro

Pro

Pro
40

Thr

Thr

Arg
40

Arg

Arg

Glu
40

Ala Ala Arg Ser Arg Pro Arg Ala
10 15

Gly Thr Gly Ala Gly Ala Arg Ala
25 30

Glu Pro Val Pro Arg Ala Gly Ala
45

Cys Asn Ser Thr Trp Asn Gly Ser
10 15

Ser Ala Ser Ala Gly Thr Arg Ser
25 30

Arg

Ala Leu Gly Ala Gly Ala Gly 2la
10 15

Ala Arg Gly Gly Ala Ala Val 2la
25 30

Ala Gln Ala Val Ala Ser Gly
45

38



10

15

<211> 40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (3)..(4)

<223> el dipéptido GP se repite o veces

<400> 26

ES 2744 804 T3

Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Arg Gly Arg Gly Gly Pro Gly Gly Gly

1 5

10 15

Pro Gly Ala Gly Leu Arg Leu Arg Cys Leu Arg Pro Arg Arg Arg Arg

20

25

Arg Arg Arg Trp Arg Val Gly Glu

35
<210> 27
<211> 128
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> REPETICION
<222> (125)..(126)
<223> el dipéptido GP se repite o veces

<400> 27

40

39

30



ES 2744 804 T3

Gly Arg Glu Ser Lys Glu Glu Ala Arg Ser Pro Ser Leu Val Pro Ala

Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Gly Ser Pro Gly Pro Gly Cys Arg
20 25 30

Gln Phe His Gln Ser Leu Glu Ala Lys Ala Arg His Pro Ala Ser Val
35 40 45

Arg Glu Met Arg Gly Lys Val Lys Met Arg Arg Ala Leu Arg Arg Ala
50 55 60

Pro Ala Ser Thr Arg Ala Ser Ser Arg Gln Pro Asn Pro Lys Gln Pro
65 70 75 80

Pro Ala Arg Met Pro Pro Pro His Ser Pro Thr Arg His Arg Leu Arg
85 90 95

Leu Arg Arg Arg Gly Arg Arg His Arg Asn Arg Ser Pro Ala Pro Gly
100 105 110

Pro Pro Pro Gly Pro Pro Arg Pro Arg Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro
115 120 125

<210> 28

<211> 86

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (29)..(30)

<223> el dipéptido GR se repite p veces
<400> 28

Arg Leu Thr Arg Arg Lys Gln Gly Gly Lys Gln Pro Gln Pro Val Ala
1 5 10 15

Ser Ser Gly Thr Gln Glu Ser Arg Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg

40



10

20

Gly Val Val Gly Ala

35

Cys Gly Ala Cys Ala

50

Val Ser Glu Glu Ala

65

Ala Gly Lys Arg Arg

<210> 29
<211> 88
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (62)..(63)

<223> el dipéptido AP se repite q veces

<400> 29

Gly
1

Asn

Ala

Pro

Pro
65

Phe

<210> 30
<211> 195
<212> PRT

Glu

Ser

Cys

Arg

50

Ser

Pro

Pro

His

Ala

35

Ala

Ala

Ser

Pro

Pro

20

Ser

Arg

Arg

Leu

85

Leu

Pro

Ala

Pro

Leu

Phe
85

ES 2744 804 T3

Gly

Arg

Ala

70

Gly

Leu

Gly

Ala

Arg

Leu

70

Ser

25

30

Pro Gly Ala Gly Pro Gly Arg Gly Cys Gly

40

45

Gly Gly Gly Gly Ala Gly Gly Gly Glu Trp

55

60

Ser Trp Arg Val Ala Val Trp Gly Ser Ala

Pro Ala

Cys Arg

Ala Gly

40

Ala Arg
55

Ser Ser

Ser Gly

41

Pro

Leu

25

Ala

Pro

Arg

Leu

10

Leu

Gly

Asp

Ala

75

Pro

Thr

Thr

His

Cys
75

Gly

His

Ala

Ala

60

Tyr

Ser

Pro

Thr

45

Pro

Arg

Arg

Leu

30

Ala

Ala

Leu

Thr

15

Ala

Ala

Pro

Arg

80

Pro

Thr

Pro

Ala

Leu
80



<213> Homo sapiens

<220>
<221> REPETICION
<222> (186)..(187)

<223> el dipéptido PR se repite r veces

<400> 30

Ser Pro Arg Arg Gln

1

Gly Pro

Arg Pro

Arg Ser
50

Gly Lys
65

Ala Ala

Pro Pro

Asn Glu

Phe Tyr

130

Gln Asp

145

Pro Pro

Pro Gly

Arg Asp

Gln

Leu

35

Gln

Gln

Ala

vVal

Arg

115

Pro

Ala

Arg

Pro

Ser
195

Lys

20

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

100

Glu

Arg

Ala

Ala

Ala
180

5

Pro

Thr

Val

Arg

Ala

85

Arg

Ser

Leu

Ser

Gln

165

Pro

ES 2744 804 T3

Gly

Arg

Arg

Pro

Gly

70

Ala

Gly

Lys

Phe

Ser

150

Ala

Thr

Pro

Ala

Gly

Gly

55

Gln

Gly

Glu

Asn

Pro

135

Leu

Pro

Thr

Ser

Ala

Ser

40

Lys

Ile

Lys

Ser

Ala

120

Ala

Thr

Gln

Pro

Arg

His

25

Leu

Glu

Pro

Pro

Pro

105

Ser

Ala

His

Pro

Arg
185

42

Val

10

Pro

Phe

Thr

Ile

Gly

90

Thr

Ser

Glu

Ser

Gln

170

Pro

Pro

Pro

Ser

Ala

Pro

75

Ala

Pro

Ser

Pro

Pro

155

Pro

Arg

Ser

Ala

Ser

Arg

60

Cys

Arg

Ser

Glu

Gln

140

Pro

Arg

Pro

Glu

Phe

Pro

45

Val

Pro

Met

Phe

Glu

125

Thr

Pro

Pro

Arg

Pro

Pro

30

Gln

Leu

Cys

Gln

Gly

110

Ser

Ala

Ala

Gly

Pro
190

Arg

15

Gln

Arg

Arg

Ala

Ala

95

Gln

Pro

Thr

Pro

Pro

175

Leu

Leu

Ala

Gln

Ala

Ala

80

Ile

Arg

Arg

Arg

Pro

160

Ala

Ala
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15

<210> 31

<211> 139

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> REPETICION
<222> (25)..(26)

<223> el dipéptido GL se repite s veces

<400> 31

Gly Val val Ala
1

Arg Ser Gly Arg
20

Arg Leu Pro Trp
35

Leu Ala Pro Arg
50

His Ala Val Gly
65

Ser Leu Leu Gln

Pro Arg Arg Pro
100

Thr Trp Pro Ala
115

Leu Asp Pro Gly
130
<210> 32
<211> 160
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> REPETICION
<222> (137)..(138)

Gly

5

Arg

Glu

Leu

Tyr

Pro

85

Ser

Glu

Val

ES 2744 804 T3

Arg

Gln

Arg

Pro

Ala

70

Gln

Ser

Arg

Phe

Gly

Gly

Val

Phe

55

Leu

Val

Arg

Phe

Thr
135

Arg

Leu

Pro

40

Gln

Leu

Gly

Gly

Gly

120

Leu

Arg

Gly

25

Ala

Val

Ala

Glu

Ser

105

Ala

Thr

43

Asp

10

Leu

Asp

Leu

Leu

Ile

90

Gln

Gly

His

Gly

Gly

Ala

Leu

Lys

75

Arg

His

Gly

Gly

Leu

Glu

His

60

Glu

Gly

Ala

Arg

Gly

Arg

Val

45

vVal

Val

Leu

Gln

Ala
125

Phe

Leu

30

Ala

Leu

Glu

Leu

Arg

110

Trp

Gly

15

Arg

Leu

Phe

Glu

Trp

95

Ala

Lys

Leu

Leu

Thr

Glu

Ile

80

Arg

Pro

Ala
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<223> el dipéptido AW se repite t veces

<400> 32

<210> 33
<211> 58

Gln Glu
1

Arg Phe

Pro Arg

Ala Leu
50

Ala Pro
65

Gly Gly

Ala Leu

Glu Trp

Val Arg

130

Ala Cys
145

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (39)..(40)

<223> el dipéptido PG se repite u veces

<400> 33

His

Ala

Pro

35

Gly

Pro

Ala

Ala

Leu

115

Ala

Ala

Gln

Ala
20

Pro

Thr

Lys

Gly

Ala

100

Arg

Ala

Cys

Glu

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

85

Leu

Gly

Asp

Pro

ES 2744 804 T3

Pro

Ser

Gln

Gln

Gly

70

Trp

Arg

Ala

Arg

Gly
150

Asp

Ala

Leu

Pro

55

Asp

Pro

Ala

Gly

Ala

135

Asn

Tyr

Arg

Gln
40

Ala

Gly

Leu

Glu

Asp

120

Trp

Gly

Tyr

Pro
25

Arg

Leu

Val

Glu

Pro

105

Ala

Ala

Phe

44

Pro
10

Gly

Pro

Arg

Val

Pro

90

Gly

Thr

Trp

Arg

Glu

Ala

Glu

Ala

Pro

75

Gly

Ser

Val

Ala

Gln
155

Arg

Ala

Lys

Ile

60

Gly

Ser

Trp

Gly

Trp

140

Thr

Ala

Arg

Ala

45

Pro

Leu

Ala

Arg

Val

125

Ala

Leu

Phe

Pro
30

Arg

Pro

Arg

Arg

His

110

Ser

Cys

Arg

Pro
15

Arg

Ser

Trp

Leu

Arg

95

Gly

Ala

Ala

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Val

80

Ser

Glu

Cys

Cys

Arg
160



ES 2744 804 T3

Pro His Cys Glu Pro Asn Pro Gly Ala Gly Ala Met Val Arg Ser Gly
1 5 10 15

Cys Gly Ala Arg Ala Thr Arg Arg Trp Gly Phe Arg Pro Ala Phe Gly
20 25 30

Pro Gln Thr Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Ala Pro Ala Pro Ala
35 40 45

Pro Ala Leu Gly Thr Gly Ser Gly Arg Arg
50 55

<210> 34

<211> 199

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> REPETICION

<222> (70)..(71)

<223> el dipéptido AQ se repite w veces

<400> 34

45



Gly Ser

Leu Gln

Ala Asp

Pro Gly

Pro Gly
65

Gln Ala

Ser Pro

Leu Arg

Thr Asn
130

Ala Gln
145

Gly Glu

Cys Arg

Leu Gly

<210> 35

<211> 94

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> REPETICION

Ala

Gln

Arg

35

Arg

Gln

Glu

Trp

Arg

115

Arg

Gly

Arg

Gly

Lys
195

Gly

Thr

20

vVal

Glu

Ala

Thr

Arg

100

Ala

Arg

Gly

Ala

Arg

180

Ala

Pro

Asp

Leu

Arg

Gln

Pro

85

Gln

Glu

Pro

Ile

Phe

165

Ala

Leu

ES 2744 804 T3

Pro

Leu

Lys

Gln

Ala

70

Thr

Leu

Pro

Gly

Ala

150

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

Gln

Arg

55

Gln

Val

Pro

Gly

Thr

135

Arg

Gly

Pro

Gly

Glu

His

His

40

Asn

Ala

Ala

Gly

Ser

120

Thr

Ser

Leu

Gly

Pro

Phe

25

Val

Leu

Gln

Ser

Ser

105

Arg

Pro

Ala

Cys

Arg
185

46

Thr

10

Leu

Gln

Ser

Ala

Pro

90

Ala

Gly

Ser

Gly

Ser

170

Ala

Asp

Gln

Gln

Val

Leu

75

Ala

Arg

His

Pro

Trp

155

Cys

Leu

Leu

Arg

His

Cys

60

Ser

Pro

Asn

Ala

Ala

140

Val

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

45

Arg

Ala

Arg

Ala

Pro

125

Phe

Val

Gly

Ala

His

Gln

30

Glu

Asn

Ala

Asn

Ala

110

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala
190

Leu

15

Arg

Arg

Pro

Arg

His

95

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

175

Lys

Arg

val

Glu

Phe

Thr

80

Ser

Ala

Pro

Ala

Ala

160

Gly

Arg
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<222> (56)..(57)

<223> el dipéptido GP se repite x veces

<400> 35

Ser Pro
1

Gln Thr

Ser Thr

Gly Ala
50

Ala Gly
65

Leu Thr

<210> 36
<211> 183
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> REPETICION
<222> (44)..(45)

Pro

Ala

Gln

35

Gly

Arg

Met

Leu

Arg

20

Pro

Ala

Asn

Ala

Pro

Ala

Gln

Gly

Pro

Pro
85

<223> el dipéptido PR se repite y veces

<400> 36

Pro Thr Ala Cys Ser

1

5

Arg Gly Ala Ser Val

20

Gln Gly Arg Arg Arg

35

ES 2744 804 T3

Ser Ala

Thr Ala

Arg Leu

Gly Pro

55

His Arg
70

Ala Pro

Asn Ser

Asn Ala

Arg Arg

Pro Ala

Pro Gly

25

Pro Glu

40

Gly Pro

Arg Val

Gly Phe

Thr Cys

Thr

25

Ala

10

Thr

Pro

Gly

Ala

Gly
90

Arg

Gly

vVal

Pro

Arg

75

Ser

Ser

Ala

Pro

Val

60

Ala

Gln

Asn Ser Thr

10

Arg

Gly

Arg

45

Cys

Pro

Cys

Pro

Ala

30

Ala

Gly

Gln

Gly

Arg

15

Arg

Gly

Pro

Pro

Ala

Ala

Ala

Asn

Leu
80

Trp Asn Gly Ser

Ser Ala Ser Ala Gly

15

Thr Arg Ser

30

Arg Arg Pro Arg Pro Arg Pro Arg Pro

40

47

45



10

15

Cys Leu
50

Arg Pro
65

Ala Met

Thr Pro

Arg Pro

Gly Trp
130

Ala Arg
145

Cys Arg

Val Pro

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 37

caattccacc agtcgctaga
<210> 38

<400> 38

000

<210> 39

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 39
aagaggcgeg ggtagaag
<210> 40

Arg

Ala

Arg

Pro

Leu

115

Cys

Ala

Arg

Asp

Pro

Thr

Leu

Pro

100

Glu

Arg

Gly

Arg

Val
180

20

18

Glu

Thr

Ala

85

Pro

Gly

Ala

Val

Asn

165

Leu

ES 2744 804 T3

Arg Arg
55

Pro His
70

Arg Ser

Arg Pro

Pro Pro

Arg Ala

135

Val Ala
150

Asp Leu

Val Ile

Pro

His

Gly

Ile

Arg

120

Ser

Gly

Gly

Lys

Gly

Ala

Gly

105

vVal

Gly

Asp

Arg

48

Pro

Ala

Arg

90

Gly

Val

Pro

Ala

Pro
170

Pro

Ser

75

Asn

Arg

Ser

Phe

Arg

155

Phe

Pro

60

Ser

Gln

Gly

Pro

Pro

140

Pro

Arg

Ser

Arg

Ala

Arg

Gly

125

Ala

Pro

Gly

Arg

Val

Pro

His

110

Ala

Ser

Val

Asn

Arg

Arg

Glu

95

His

Arg

Ala

Gly

Ser
175

Pro

Leu

80

Ala

Leu

Ala

Ala

His

160

Pro
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15

20

25

30

35

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 40

agtcgctaga ggcgaaagc
<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

actggaatgg ggatcgcagc a

<210> 42

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42

accctgatct tccattetct ctgtgec

<210> 43

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 43

ctgcggttgc ggtgectge
<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 44

agctggagat ggcggtggge
<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

ES 2744 804 T3

19

21

27

19

20

tgaacaaaag acggaaggtg ctg 23

<210> 46
<211> 23

49
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15

20

25

30

ES 2744 804 T3

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

tctgatagga tgtgttggtt gca 23
<210> 47

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Gly Gln Ser Arg Gly Gln Ser Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg

1 5

Gly Arg Gly Lys Gly Lys
20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

agtactcgct gagggtgaac 20
<210> 49

<211> 44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

cgtacgcatc ccagtttgag agcccecggec ccggecccgg ccce
<210> 50

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

44

<223> Secuencia de consenso de CDR3 de cadena pesada

<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA
<222> (3)..(3)

<223> cualquier aminoacido
<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

50

10

15
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<222> (4)..(4)

<223> cualquier aminoacido
<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA
<222> (9)..(9)

<223> cualquier aminoacido

<400> 50
Gly Asp Xaa Xaa Asn Ser His Phe Xaa Tyr
1 5 10
<210> 51
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de consenso de CDR2 de cadena pesada
<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (2)..(2)

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (8)..(8)

<223> cualquier aminoacido

<400> 51
Glu Xaa Leu Pro Gly Ser Gly Xaa Thr Lys
1 5 10
<210> 52
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de consenso de CDR1 de cadena pesada
<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (3)..(3)

<223> cualquier aminoacido

<220>
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<221> CARACTERISTICA NUEVA
<222> (5)..(5)

<223> cualquier aminoacido

<400> 52
Gly Tyr Xaa Phe Xaa Gly Tyr Trp Ile Glu
1 5 10
<210> 53
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 53
Gln Gln Leu Val Glu Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54
Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser
1 5

<210> 55

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 55
Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15
<210> 56
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Longitud de la secuencia de consenso de CDR2 de cadena pesada
<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (2)..(2)

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

52
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<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (8)..(8)

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (14)..(14)

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA

<222> (16)..(16)

<223> X es cualquier aminoacido

<400> 56

Glu Xaa Leu Pro Gly Ser Gly Xaa Thr Lys Tyr Asn Glu Xaa Phe Xaa

1

Gly
<210> 57
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 57

<210> 58

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 58

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 59

<210> 60
<211>10

5 10 15

Gly Asp Tyr Ser Asn Ser His Phe Ala Tyr
1 5 10

Gly Asp Phe Thr Asn Ser His Phe Thr Tyr
1 5 10

Gly Asp Tyr Ser Asn Ser His Phe Thr Tyr
1 5 10
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 60

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 61

<210> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 62

<210> 63

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 63

<210> 64

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65

ES 2744 804 T3

Gly Asp Phe Thr Asn Ser His Phe Ala Tyr
1 5 10

Gly Asp Phe Ser Asn Ser His Phe Thr Tyr
1 5 10

Gly Asp Phe Ser Asn Ser His Phe Ala Tyr
1 5 10

Gly Asp Tyr Thr Asn Ser His Phe Ala Tyr
1 5 10

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Lys
1 5 10
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<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 66

<210> 67

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 67

<210> 68

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 68

<210> 69

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 69

<210> 70

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 70

<210> 71
<211>10

ES 2744 804 T3

Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Lys
1 5 10

Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys
1 5 10

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys
1 5 10

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Trp Ile Glu
1 5 10

Gly Tyr Lys Phe Ile Gly Tyr Trp Ile Glu
1 5 10

Gly Tyr Lys Phe Thr Gly Tyr Trp Ile Glu
1 5 10
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<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 71
Gly Tyr Thr Phe Ile Gly Tyr Trp Ile Glu
1 5 10
<210> 72
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 72
Glu TIle Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Arg
1 5 10 15
Gly

<210>73

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 73
Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 74

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 74
Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Arg
1 5 10 15
Gly

<210> 75

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 75
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Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 76
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 76
Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Arg
1 5 10 15
Gly

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 77
Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210>78

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 78
Glu Asn Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210>79

<211>110

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

57



<210> 80
<211> 11

Ile

Ser

Gly

Gln

Arg

65

Arg

Glu

5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 80

Val

Val

Lys

Leu

50

Phe

Val

Tyr

Ile

Ser

Thr

35

Leu

Ser

Lys

Pro

Leu Gln Gln

1

Leu Ser Cys

Trp Val Lys

35

Ser

Ile

20

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
100

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

ES 2744 804 T3

Asp

Cys

Asn

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Glu

Arg

Trp

Met

55

Ser

Val

Gly

Ser Gly Ala Glu

5

Arg Ser Ser Gly

20

Gln Arg Pro Gly

Leu

Ser

Phe

40

Ser

Gly

Gly

Ala

Leu

Tyr

His
40

Ser

Ser

25

Leu

Thr

Thr

Val

Gly
105

Met

Thr
25

Gly

58

Asn

10

Lys

Gln

Arg

Asp

Tyr

90

Thr

Pro

Ser

Arg

Ala

Phe

75

Phe

Lys

vVal

Leu

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Lys Pro Gly

10

Phe Thr Gly

Leu Glu Trp

Thr

Leu

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ser

Tyr

30

Gln

Val

Glu

Gln

Leu
110

Gly Glu
15

Lys Asp

Ser Pro

Ser Asp

Ile Ser

80

Leu Val
95

Ser Val Lys

15

Tyr Trp Ile Glu

30

Ile Gly Glu Ile

45



Leu

Ala
65

Ser

Asp

Thr

<210> 81
<211> 115
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 81

Pro

50

Thr

Ser

Phe

Val

Gly

Phe

Leu

Thr

Ser
115

Leu Gln Gln

1

Leu

Trp

Leu

Ala

65

Ser

Asp

Thr

<210> 82
<211> 115

Ser Cys

Val Lys

35

Pro Gly

50

Thr Phe

Ser Leu

Tyr

Val

Ser

Ser
115

Ser

Thr

Thr

Asn
100

Ser

Lys

20

Gln

Ser

Thr

Thr

Asn
100

Gly

Ala

Thr

85

Ser

Gly

val

Arg

Gly

Ala

Ile

85

Ser

ES 2744 804 T3

Ser

Asp

70

Glu

His

Ala

Thr

Pro

Ser

Asp

70

Glu

His

Thr

55

Thr

Asp

Phe

Glu

Gly

Gly

Thr

55

Thr

Asp

Phe

Lys

Ser

Ser

Ala

Val

Tyr

His

40

Lys

Ser

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ala

Tyr
105

Met

Thr

25

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr
105

59

Asn

Asn

Ile

90

Trp

Lys

10

Phe

Leu

Asn

Asn

Ile

90

Trp

Glu

Thr

75

Tyr

Gly

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

75

Tyr

Gly

Asn

60

Ala

Phe

Gln

Gly

Gly

Trp

Lys

60

Ala

Tyr

Gln

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ala

Tyr

Ile

45

Phe

Tyr

Cys

Gly

Arg

Ile

Ala

Thr
110

Ser

Trp

30

Gly

Lys

Met

Ala

Thr
110

Gly

Arg

Arg

95

Leu

Val

15

Ile

Glu

Gly

Gln

Arg

95

Leu

Lys

Leu

80

Gly

Val

Lys

Glu

Asn

Lys

Leu

80

Val
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<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 82

Leu Gln Gln Ser Gly Val Glu Leu Met

Leu Ser Cys Lys Ser Thr Gly Tyr Lys
20 25

Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly
35 40

Leu Pro Gly Ser Gly Thr Thr Lys Tyr
50 55

Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser
65 70

Ser Ser Leu Thr Ile Glu Asp Ser Ala
85

Asp Tyr Ser Asn Ser His Phe Thr Tyr
100 105

Thr Val Ser
115

<210> 83

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Ejemplo de secuencia de repeticion de dinucleétidos
<400> 83

cgcgegegeg cg 12

<210> 84

<211>0

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Ejemplo de secuencia de repeticion de hexanucleétidos

<400> 84

60

Lys

10

Phe

Leu

Asn

Asn

Ile

90

Trp

Pro

Ile

Glu

Glu

Thr

75

Tyr

Gly

Gly

Gly

Trp

Asn

60

Ala

Tyr

Gln

Ala

Tyr

Ile

45

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ser

Trp

Gly

Arg

Met

Ala

Thr
110

vVal

15

Ile

Glu

Gly

Gln

Arg

95

Leu

Lys

Glu

Asn

Lys

Leu

80

Gly

Val
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000

<210> 85

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Ejemplo de secuencia de repeticion de hexanucleétidos

<400> 85

ggtggcggtg ge 12

61
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a un polipéptido que consiste
en repeticiones de dipéptidos (Gly-Ala),, en las que a es un nimero entero de 16 o mas en los que el anticuerpo o el
fragmento de union a antigeno del mismo comprende una secuencia de CDR3 de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 53; una secuencia de CDR2 de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 54; y una secuencia de CDR1 de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 55

y

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende EILPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 64 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDFTNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 60;

[0}

(i) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYTFTGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 68, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGSTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 65 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFAY de acuerdo con la SEQ ID NO: 57;

[0}

(iii) una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende GYKFIGYWIE de acuerdo con la SEQ ID NO: 69, una
secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende ENLPGSGTTK de acuerdo con la SEQ ID NO: 66 y una
secuencia de CDR3 que comprende GDYSNSHFTY de acuerdo con la SEQ ID NO: 59

2. Un producto farmacéutico que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al mismo de acuerdo con la
reivindicacion 1 y/o un acido nucleico que codifica dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

3. Uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 en el diagndstico
in vitro de una enfermedad caracterizado por una expansion de repeticiones gendmicas de GGGGCC, en las que la
enfermedad se selecciona del grupo que consiste en esclerosis lateral amiotréfica (ALS), demencia frontotemporal
(FTD) y esclerosis lateral amiotréfica-demencia frontotemporal (ALS-FTD).
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 10
Proteinas Identificadas Mamero de acceso | Valor Cuantitativo Promedio | Relacion
AC GC Competicion GCIAC
1 Ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas A2/B1 ROAZ_HUMANO 110,3 | 369.8 1.7 3.4
2 | Factor de empalme, rico en prolina y glutamina SFPQ_HUMANO M7 130.5 01 2,5
3 | Factor de empalme 3B subunidad 3 SF3B3_HUMANO 51,1 118,8 63 2,3
4 | Proteina 1 tipo ELAV; (Hu-antigeno R) ELAV1_HUMANO 9.6 117, 0,0 12,1
5 | Factor 3 de union al potenciador de interdeuquina ILF3 HUMANO 247 87.4 00 35
6 | Proteina de unidn al octdmero que contiene el dominio no POU | NONO_HUMANOQ 134 | 80,4 0,0 6,0
7 | Ribonuclegproteina nuclear heterogénea R HNRPR_HUMANO | 288 741 00 2,6
8 | Ribonucleoproteina nuclear heterogénea A3 ROA3 HUMANO 238 70,6 0,0 3,0
9 Ribonucleoproteina nuclear heterogénea L HHMRPL HUMANO | 217 57,2 0,0 2,6
10 | Factor B1 de union al andamio SAFB1 HUMAMNO | 275 55,0 0,0 2,0
11 | Proteina 1 de unién a ARNm del factor 2 de crecimiento tipo IFZB1_HUMANGC 19,5 47,9 06 2,5
insulina (IMP1)
12 | Factor B2 de union al andamio SAFB2_HUMAMO | 20,0 | 45,0 0,0 2,3
13 | Ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1 ROA1T_HUMANO 20,8 44,9 0,1 2,2
14 | Adenosina desaminasa especifica de ARM de cadena doble DSRAD_HUMANO | 16,5 42.3 03 2,6
[ADAR1)
15 | ARN dependiente de ATP del factor de empalme de pre-ARNm | DHX15_HUMANO | 130 31,0 10 2,4
putativo
16 | Factor 2 de union al potenciador de intedeuguina ILF2 HUMANO 83 253 00 3,0
17 | ARN helicasa DH*30 putativa dependiente de ATP DHX30_HUMAMNO 63 23,5 0,0 3.8
18 | Ribonucleoproteina nuclear K heterogénea HNRPE_HUMANO | 10,7 23,2 00 2,2
19 | ARN helicasa 2 nucleolar DDx21_HUMAMNO 75 23,0 07 31
20 | Proteina FUS de union a ARM FUS_HUMANO 7.0 20,0 0,0 2,9
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Fig. 12

Secuencias de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera

Secuencia de la regién variable de cadena ligera (LCVR):
visqdelsnpvtsgesvsiscRSSKSLLYKDGKTY LNwflgrpgqspqlliyLMSTRASgvsdrfsgsgsgtdftl
cisrvkaedvevyfcQQLVEYPLTfeagtklel

Secuencia de GA 1A12 de la regién variable de cadena pesada (HCVR):
lggsgaelmkpgasvklserssGY TFTGY WIEwvkgrpghglewigEILPGSGSTKynenfrgkatftadtssntay
irlsslttedsaiyfcarGDFTNSHFAY wgqgt [vtvs

Secuencia de GA 5E9 de la regién variable de cadena pesada (HCVR):

lggsgaevmkpgasvklsckviGYTFTGY WIEwvkqrpghglewigENLPGSGSTK ynekfkgkatftadtssnt
aymgqlssltiedsaiyycarGDY SNSHFAYwgqetlvtvs

Secuencia de GA 5F2 de la region variable de cadena pesada (HCVR):

lggsgvelmkpgasvklsckstGYKFIGY WIEwvkqgrpghglewigENLPGSGTTKynenfrgkatftadtssnta
ymqlssltiedsaiyycarGDYSNSHFTY wgqgtlvtvs
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