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DESCRIPCION
Moléculas de unién anti-alfa sinucleina
Antecedentes de la invencion

En términos generales la presente invencion se refiere a moléculas de unién especificas de a-sinucleina novedosas,
en particular a anticuerpos humanos asi como fragmentos, derivados y variantes correspondientes que reconocen a-
sinucleina y formas agregadas de a-sinucleina, respectivamente. Asimismo, la presente invencién se refiere a
composiciones farmacéuticas y de diagnéstico que comprenden dichas moléculas de union, anticuerpos y miméticos
correspondientes valiosos tanto como herramientas de diagndstico para identificar especies toxicas de a-sinucleina
en plasma y LCR y también en estrategias de vacunacion pasiva para tratar trastornos relacionados con agregados
de a-sinucleina tal como enfermedad de Parkinson (EP), demencia con cuerpos de Lewy (DCL) y variante de
cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (EA) y otras enfermedades sinucleinopaticas.

El mal plegamiento de proteinas y la agregacion de proteinas son aspectos patoldgicos de numerosas
enfermedades neurodegenerativas. Los agregados de a-sinucleina son componentes muy importantes de los
cuerpos de Lewy y las neuritas de Lewy asociados con la enfermedad de Parkinson (EP). Al ser una proteina no
plegada de forma nativa, la a-sinucleina puede adoptar distintas morfologias agregadas, incluyendo oligémeros,
protofibrillas vy fibrillas. Los pequefios agregados oligoméricos han demostrado ser particularmente téxicos.

Los autoanticuerpos de origen natural contra a-sinucleina se han detectado en personas sanas y los niveles
alterados en pacientes se asociaron a trastornos neurodegenerativos especificos; véase a modo de revision el
documento Neff y col., Autoimmun. Rev. 7 (2008), 501-507. Por ende, los anticuerpos de origen natural en los
pacientes que padecen enfermedad de Parkinson, ya sea de forma espontanea o tras la vacunacion, en particular en
pacientes sanos puede desempefiar una funcion protectora respecto de la agregacion de a-sinucleina; véase, p. €j.,
Woulfe y col., Neurology 58 (2002), 1435-1436y Papachroni y col., J. Neurochem. 101 (2007), 749-756. Hasta la
fecha, la importancia terapéutica de los autoanticuerpos ha sido dificil de evaluar. Esto se debe, principalmente, a la
falta de enfoques experimentales sencillos para su aislamiento y la posterior caracterizacion in vitro.

Recientemente, se ha informado de especies oligoméricas de a-sinucleina extracelulares en plasma y LCR (El-Agnaf
y col., FASEB J. 20 (2006), 419-425) y los estudios de inmunizacion en modelos de raton de EP muestran que los
anticuerpos monoclonales de ratdn extracelulares contra a-sinucleina pueden reducir la acumulacion de agregados
de a-sinucleina intracelular (Masliah y col., Neuron, 46 (2005), 857-868) apoyando la idea de que los anticuerpos
que neutralizan los agregados neurotoxicos sin interferir en las funciones beneficiosas de la a-sinucleina
monomeérica pueden emplearse como una terapéutica util. No obstante, la respuesta de los anticuerpos anti-raton
humanos (HAMA) en vista de su origen no humano dificulta la utilidad terapéutica de los anticuerpos de base murina
en humanos.

Emadi y col. en el documento J. Mol. Biol. 368 (2007), 1132-1144, describen el aislamiento de fragmentos
monocatenarios de anticuerpos (scFvs) de un banco de anticuerpos de expresidon en fagos basado en secuencias
humanas contra a-sinucleina, que se unen Unicamente a una forma oligomérica de a-sinucleina e inhiben tanto la
agregacion como la toxicidad de a-sinucleina in vitro. Sin embargo, si bien la generacion de los scFvs a partir de la
expresion en fagos es bastante simple, esta técnica presenta serias desventajas, puesto que los anticuerpos
producidos de esta manera presentan el riesgo de que se produzca reactividad cruzada no deseada contra
autoantigenos y no poseen las caracteristicas de los anticuerpos humanos naturales optimizados evolutivamente,
producidos por el sistema inmunitario humano. Asimismo, dichos anticuerpos pueden no ser lo suficientemente
especificos debido a la reactividad cruzada con otras proteinas y/o con la proteina diana en contexto con el entorno
fisioldgico normal y la funcién. En el caso de la enfermedad de Parkinson, por ejemplo, los anticuerpos que también
reaccionan de manera cruzada con derivados fisiolégicos de a-sinucleina tienen el potencial de producir efectos
secundarios relacionados con las funciones normales de las estructuras fisioldgicas diana. En este sentido, se
induciria claramente una enfermedad autoinmune no deseada, un riesgo dificilmente calculable también en el disefio
conceptual de experimentos de inmunizacién activa que utilizan estructuras de proteinas que, en forma de variantes,
también se presentan fisiolégicamente.

Mas recientemente, Seitz y col. (81. Kongress der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie mit Fortbildungsakademie
Hamburg 10 - 13/09/2008), informaron sobre el aislamiento del autoanticuerpo policlonal anti-a-sinucleina de
distintas disoluciones de inmunoglobulina y muestras de donantes de sangre individuales mediante cromatografia de
afinidad. No obstante, ademéas del hecho de que este enfoque proporciona simples cantidades limitadas del
anticuerpo deseado, los anticuerpos policlonales son solo de uso limitado para la aplicacion terapéutica, por ejemplo,
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debido a su heterogeneidad y al riesgo de ser contaminados con otras moléculas asociadas a a-sinucleina que
presentan efectos secundarios no deseados. Asimismo, el valor diagnéstico de los anticuerpos policlonales es
reducido puesto que la variabilidad de la composicion de los anticuerpos influenciara la especificidad y reactividad
generales. Esto es ain mas cierto para anticuerpos contra proteinas sujetas a agregacion y deposicion debido a mal
plegamiento.

En la solicitud internacional publicada recientemente WO 2010/069603 A1 se describen anticuerpos anti-a-sinucleina
humana que o bien preferentemente unen anti-a-sinucleina humana en forma agregada y a un epitopo comprendido
en el fragmento N-terminal (aal-60) o un mondmero anti-a-sinucleina a un epitopo comprendido en el fragmento C-
terminal (aa96-140).

Sin embargo, todavia existe la necesidad de superar las limitaciones antes mencionadas y de proporcionar un
anticuerpo humano terapéutico y de diagnéstico contra la a-sinucleina.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a las realizaciones tal y como se caracterizan en las reivindicaciones. Una
realizacién proporciona una molécula de unién aislada que se une de manera especifica a un epitopo dentro de los
aminoacidos 113 a 123 o dentro de los aminoacidos 117 a 123 de a-sinucleina (SEQ ID NO:1). En ciertos aspectos,
la molécula de unién se une de manera especifica al mismo epitopo de a-sinucleina humana que el anticuerpo
monoclonal de referencia NI-202.21D11, o de manera competitiva inhibe la unién del anticuerpo monoclonal de
referencia NI-202.21D11 a a-sinucleina humana. Una molécula de unién de la invencién es un anticuerpo, o un
fragmento de unién al antigeno del mismo. Una molécula de unién especifica de la invencidén es el anticuerpo
monoclonal humano NI-202.21D11, o un fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo.

La invencién también proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo que se une
de manera especifica a a-sinucleina humana, y que comprende una regién variable de cadena pesada (VH) de
inmunoglobulina y una regién variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina, donde la VH comprende una
secuencia polipeptidica al menos 90 % idéntica, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:15 o a la SEQ ID NO:20. La
invencién también proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une de
manera especifica a a-sinucleina humana, y que comprende una VH y una VL, donde la VL comprende una
secuencia polipeptidica al menos 90 % idéntica, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:22 o a la SEQ ID NO:26. De
manera similar, la invencion proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de union al antigeno del mismo que
se une de manera especifica a a-sinucleina humana, y que comprende una VH y una VL donde la VH y la VL
comprenden, respectivamente, secuencias polipeptidicas al menos 90 %, o 100 % idénticas a los polipéptidos de
referencia SEQ ID NO:15 y SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:15 y SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:22, o
SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:26.

En ciertas realizaciones de la invencion el anticuerpo aislado o fragmento correspondiente se une preferentemente a
un epitopo conformacional no lineal de a-sinucleina humana. En otras realizaciones el anticuerpo aislado o
fragmento correspondiente se une preferentemente a a-sinucleina humana en la forma oligomérica o agregada. En
realizaciones adicionales el anticuerpo aislado o fragmento correspondiente no se une especificamente a (-
sinucleina humana o y-sinucleina humana, y/o no se une especificamente a a-sinucleina murina.

La invencién también proporciona una composicion que comprende un anticuerpo o fragmento correspondiente
como se describe mas arriba, y un vehiculo. La composicién puede ser una composicion terapéutica o de
diagnéstico.

La invencién también proporciona uno o mas polinucleétidos aislados que codifican un polipéptido o molécula de
union como se describe en el presente documento, y vectores y células huésped para expresar dichas moléculas de
union.

Un objeto especifico de la presente invencion es proporcionar procedimientos para tratar o prevenir una enfermedad
sinucleinopatica tal como, sin caracter restrictivo, enfermedad de Parkinson (EP), demencia con cuerpos de Lewy
(DCL), y atrofia multisistémica (AM). Los procedimientos comprenden administrar una concentracién efectiva de
molécula de unién anti-a-sinucleina humana, p. €j., un anticuerpo o fragmento, variante o derivado de unién al
antigeno al sujeto donde el anticuerpo elige como diana a la a-sinucleina.

También constituye un objeto de la invencion proporcionar un procedimiento para diagnosticar una enfermedad
sinucleinopatica en un sujeto, que comprende evaluar el nivel, ubicacion, conformacion o una combinacion de estos
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de a-sinucleina en un sujeto que se ha de diagnosticar con un anticuerpo o fragmento del mismo de la invencién y
comparar el nivel, ubicacion, conformacién o combinacién de estos de a-sinucleina en el sujeto respecto de uno o
mas estandares de referencia derivados de una o mas muestras de control, donde una diferencia o similitud entre el
nivel, ubicacion, conformacion o combinacién de estos de a-sinucleina en el sujeto y el estandar de referencia indica
si el sujeto padece una enfermedad sinucleinopatica.

Los procedimientos de diagnéstico de la invencién pueden ser mediante ensayo in vitro de muestras de pacientes, o
mediante técnicas de diagndstico por imagen in vivo.

Las realizaciones adicionales de la presente invencion seran evidentes a partir de la descripcion y de los Ejemplos
que se incluyen a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Secuencias de aminoacidos y de nucledtidos de la regién variable, es decir, cadenas pesada y
ligera kappa del anticuerpo humano NI-202.21D11. Las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) y marco (FR) se indican con las CDR subrayadas. Debido a la estrategia de clonacion, la secuencia
de aminoacidos en el extremo N-terminal de la cadena pesada y la cadena ligera puede contener
potencialmente alteraciones inducidas por cebadores en FR1 que, sin embargo, no afectan sustancialmente
a la actividad bioldgica del anticuerpo. Para poder proporcionar un anticuerpo humano de consenso, las
secuencias de nucleotidos y de aminoacidos del clon original se alinearon y se ajustaron de acuerdo con
las secuencias de region variable de linea germinal humana pertinentes en la base de datos; véase, p. €.,
Vbase (vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk) alojada por el MRC Centre for Protein Engineering (Cambridge, Reino
Unido). Estos aminoacidos, que se considera se desvian potencialmente de la secuencia de linea germinal
de consenso y que, por lo tanto, podrian deberse al cebador de PCR, se indican en negrita.

Figura 2 El NI-202.21D11 recombinante humano se une de manera selectiva a a-sinucleina humana por
encima de B-, y-sinucleina y a-sinucleina murina en un ensayo ELISA directo. Las o-,3-,y-sinucleinas
humanas recombinantes y las a-sinucleinas marcadas con His humana y murina recombinantes se
revistieron en placas de ELISA en concentraciones iguales (2 pyg/ml). A continuacion, las placas se
sondearon con NI-202.21D11 humano recombinante, NI-202.12F4 humano y con un anticuerpo de pan-
sinucleina. (A) NI-202.21D11 recombinante se une a a-sinucleina de forma selectiva mientras que el
anticuerpo de pan-sinucleina se une a las tres proteinas de sinucleina confirmando el mismo revestimiento
de las proteinas recombinantes. (B) NI-202.21D11 recombinante es selectivo para a-sinucleina humana vs
murina. Por otra parte, NI-202.12F4 se une tanto a a-sinucleina humana como murina en un ensayo ELISA
directo.

Figura 3 El NI-202.21D11 recombinante se une preferentemente a a-sinucleina revestida de alta densidad.
La a-sinucleina humana recombinante se revistié en placas de ELISA en las concentraciones indicadas y
se sonded con diversas concentraciones de NI-202.21D11 mediante ensayo ELISA directo (o 20 ug/ml; A
5ug/ml; ¢1 pg/ml;m 0,25 ug/ml; ¥ 0,1 pg/ml). La concentracién efectiva media maxima (CE50) que indicaba
la potencia del anticuerpo se determiné para cada concentraciéon de revestimiento.

Figura 4 El analisis de unién inmunohistoquimico de NI-202.21D11 mostré tincién prominente de patologia
de a-sinucleina con inclusiones de tipo cuerpo de Lewy y neurita de Lewy en secciones de parafina de (A)
ratones transgénicos con sobreexpresion de a-sinucleina humana A53T y (C) de tejido cerebral humano de
un paciente con demencia con cuerpos de Lewy. (B) No se observo tincidn en tejido de ratén de tipo salvaje
(abajo a la derecha) en un anticuerpo secundario Unicamente de control. HC=Hipocampo, CTX=Corteza
cerebral, TE=Tronco del encéfalo.

Figura 5 El mapeo de epitopos mostré un epitopo de union en extremo C-terminal dentro de a-sinucleina
humana (aa 117-123) para NI-202.21D11. (A) NI-202.21D11 recombinante unido al dominio C-terminal de
a-sinucleina humana en un ensayo ELISA directo. Los truncamientos de a-sinucleina se revistieron en
placas de ELISA en concentraciones iguales (2 ug/ml). NI-202.21D11 unido Unicamente a a-sinucleina
truncada aa 61-140 y 95-140 pero no a los truncamientos aa 1-60, 1-95. (B) El analisis Pepscan mostro la
unién de NI-202.21D11 a péptidos solapantes B08 (aa 109-123), B09 (aa 113-127) y B10 (aa 117-131) de
a-sinucleina humana sugiriendo que la secuencia minima requerida para la unién de NI-202.21D11 es
PVDPDNE (aa 117-123) dentro de a-sinucleina humana. (C) NI-202.21D11 recombinante mostré unién
reducida a a-sinucleina humana D121G/N122S en un ensayo ELISA directo. Las proteinas a-sinucleina de
tipo salvaje (wt) y mutada recombinantes se revistieron con concentraciones iguales (2 ug/ml) sobre placas
de ELISA y se analizaron para determinar unién de NI-202.21D11 recombinante.

Descripcion detallada de la invencién
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La presente invencion se refiere a las realizaciones tal y como se caracterizan en las reivindicaciones.
I. Definiciones

Las enfermedades sinucleinopaticas o sinucleinopatias son un grupo variado de trastornos neurodegenerativos que
comparten una lesion patolégica comun compuesta por agregados de proteina a-sinucleina insoluble en poblaciones
selectivamente vulnerables de neuronas y glia. Estos trastornos incluyen enfermedad de Parkinson (EP), demencia
por enfermedad de Parkinson (DEP), demencia con cuerpos de Lewy (DCL), disfrofia neuroaxonal juvenil
generalizada (enfermedad de Hallervorden-Spatz), fallo autonémico puro (FAP), atrofia multisistémica (AM) y
neurodegeneraciéon con acumulacion cerebral de hierro tipo-1 (NACH-I). Desde la perspectiva clinica, se
caracterizan por una disminucion crénica y progresiva de las funciones motoras, cognitivas, conductuales y
autonomicas, de acuerdo con la distribucion de la lesiones.

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa dependiente de la edad con una etiologia
desconocida. Se cree que la enfermedad de Parkinson esporadica se produce por una combinaciéon de
vulnerabilidad genética y ataques medioambientales. También se cree que la enfermedad de Parkinson (EP), si bien
se desencadena por mecanismos dispares, sigue una via patofisiolégica compartida. Un nodo compartido es la
implicacion de a-sinucleina. La vinculacion de esta proteina con la patogénesis de la enfermedad de Parkinson ha
sido establecida por la identificacion de tanto mutaciones puntuales como triplicado del gen en casos familiares, la
ubicacioén de la a-sinucleina respecto de los cuerpos de Lewy, una de las caracteristicas patoldgicas distintivas de la
enfermedad de Parkinson, y la correlacion de la expresion de a-sinucleina y la patologia de la enfermedad en
modelos neurotoxicos de la enfermedad de Parkinson. La evidencia adicional indica que formas particulares de a-
sinucleina (p. ej., dopamina mal plegada y unida a a-sinucleina) estan implicadas en la enfermedad esporadica.

Las sinucleinas son proteinas pequefas y solubles, expresadas principalmente en tejido neural y en ciertos tumores.
La familia incluye tres proteinas conocidas: a-sinucleina, B-sinucleina, y y-sinucleina. Todas las sinucleinas tienen
en comun un motivo de unién a lipidos de hélice a altamente conservado con similitud a los dominios de unién a
lipidos de clase A2 de las apolipoproteinas intercambiables. Los miembros de la familia de las sinucleinas no se
encuentran fuera de los vertebrados, si bien presentan cierta similitud estructural conservada con las proteinas
vegetales abundantes durante el desarrollo embrionario tardio. Las proteinas a- y B-sinucleinas se encuentran sobre
todo en el tejido cerebral, donde se observan principalmente en extremos presinapticos. La proteina y-sinucleina se
encuentra sobre todo en el sistema nervioso periférico y en la retina, pero su expresiéon en tumores de pecho es un
marcador de progresion tumoral. Las funciones celulares normales no se han determinado para ninguna de las
proteinas de sinucleina, si bien algunos datos sugieren un papel en la regulacién de la estabilidad y/o recambio de
membrana. Las mutaciones en a-sinucleina estan asociadas a casos familiares raros de enfermedad de Parkinson
de inicio temprano, y la proteina se acumula anormalmente en la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, y muchas otras enfermedades neurodegenerativas. Para revision véase, p. ej., George, Genome Biol. 3
(2002), revisiones 3002.1-revisiones 3002.6 publicadas en linea el 20 de diciembre de 2001, donde la Tabla 1
cataloga los miembros singulares de la familia de sinucleinas que aparecen actualmente listados en la base de datos
GenBank.

La proteina a-sinucleina se identificd originalmente en cerebros humanos como la proteina precursora del
componente no-B-amiloide de (NAC) de las placas de la enfermedad de Alzheimer (EA); véase, p. €j., Ueda y col,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 1282-1286. La a-sinucleina, también denominada la precursora del
componente no-AB del amiloide de la EA (NACP), es una proteina de 140 aminoacidos. La a-sinucleina existe en su
forma nativa como una hélice aleatoria; sin embargo, los cambios de pH, la aglomeracién molecular, el contenido de
metales pesados, y los niveles de dopamina afectan la conformacion de la proteina. Se cree que los cambios de
conformacion a restos oligoméricos, protofibrilares, fibrilares y agregados regulan la toxicidad de la proteinas. Cada
vez aparece mas evidencia que indica que la a-sinucleina unida con dopamina tiene una evolucion temporal mas
rapida hacia la formacion de fibrillas respecto de una proteina no unida. Asimismo, la dopamina en el marco de la
sobreexpresion de a-sinucleina es toxica.

En la presente memoria descriptiva, los términos «a-sinucleinay, «alfa-sinucleina», «a-sinucleina» y «aSin» se usan
de manera intercambiable para referirse especificamente a la forma monomérica nativa de la a-sinucleina. El
término «a-sinucleina» también se utiliza para identificar de forma general a otros conférmeros de a-sinucleina, por
ejemplo, a-sinucleina unida a quinona-dopamina (DAQ) y oligémeros o agregados de a-sinucleina. El término «a-
sinucleina» también se usa para referirse de forma colectiva a todos los tipos y formas de a-sinucleina. La secuencia
de proteina para a-sinucleina humana es
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTA
VAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKN EEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA (SEQ ID NO: 1).
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La secuencia de aminoacidos de a-sinucleina se puede obtener de la bibliografia y bases de datos pertinentes;
véase, p. €j., Ueday col., ibid.; GenBank swissprot: locus SYUA_HUMAN, nimero de acceso P37840. El
componente no-AB del amiloide de la EA (NAC) se deriva de a-sinucleina. NAC, un dominio altamente hidrofébico
dentro de la a-sinucleina, es un péptido compuesto por al menos 28 residuos de aminoacidos (residuos 60-87) y
opcionalmente 35 residuos de aminoacidos (residuos 61-95). NAC muestra una tendencia a formar una estructura
de B-lamina (lwai, y col., Biochemistry, 34 (1995) 10139-10145). Las secuencias de aminoacidos de NAC se
describen en Jensen y col., Biochem. J. 310 (1995), 91-94; nimero de acceso de GenBank S56746 y Ueda y col.,
PNAS USA 90 (1993), 1282-11286.

La a-sinucleina disgregada o fragmentos correspondientes, incluyendo NAC, significa unidades de péptidos
monomeéricos. Por lo general, la a-sinucleina disgregada o fragmentos correspondientes son solubles y capaces de
autoagregarse para formar oligémeros solubles. Los oligdmeros de a-sinucleina y fragmentos correspondientes son
generalmente solubles y existen predominantemente como hélices a. La a-sinucleina monomérica se puede
preparar in vitro disolviendo un péptido liofilizado en DMSO puro con sonicacion. La disolucién resultante se
centrifuga para eliminar cualquier material particulado insoluble. La a-sinucleina agregada o fragmentos
correspondientes, incluyendo NAC, significa oligdmeros de a-sinucleina o fragmentos correspondientes que se han
asociado en conjuntos de B-lamina insolubles. La a-sinucleina agregada o fragmentos correspondientes, incluyendo
NAC, también significa polimeros fibrilares. Por lo general las fibrillas son insolubles. Algunos anticuerpos se unen ya
sea a a-sinucleina soluble o a fragmentos correspondientes o a a-sinucleina agregada o a fragmentos
correspondientes. Algunos anticuerpos se unen a oligémeros de a-sinucleina con mayor intensidad que a formas
monomeéricas o formas fibrilares. Algunos anticuerpos se unen a a-sinucleina tanto soluble como agregada o a
fragmentos correspondientes, y a formas opcionalmente oligoméricas también.

Los anticuerpos anti-a-sinucleina humana descritos en el presente documento se unen especificamente a a-
sinucleina y epitopos de la misma y a diversas conformaciones de a-sinucleina y epitopos de la misma. Por ejemplo,
en la presente se describen anticuerpos que se unen especificamente a a-sinucleina, a a-sinucleina en su forma de
monoémero nativo, a a-sinucleina de longitud completa y truncada y a agregados de a-sinucleina. Como se usa en el
presente documento, la referencia a un anticuerpo que «se une especificamente», «se une selectivamente» o «se
une preferentemente» a a-sinucleina se refiere a un anticuerpo que no se une a otras proteinas no relacionadas. En
un ejemplo, un anticuerpo de a-sinucleina descrito en el presente documento puede unirse a a-sinucleina o a un
epitopo correspondiente y no mostrar ninguna unién por encima de aproximadamente 1,5 veces el valor de base
para otras proteinas. Un anticuerpo que «se une especificamente» o «se une selectivamente» a un conférmero de o-
sinucleina se refiere a un anticuerpo que no se une a todas las conformaciones de a-sinucleina, es decir, no se une
a al menos otro conférmero de a-sinucleina. Por ejemplo, en la presente invencién se describen anticuerpos que
pueden distinguir entre formas monoméricas y agregadas de a-sinucleina, a-sinucleina humana y de ratén; a-
sinucleina de longitud completa y formas truncadas asi como también a-sinucleina humana versus B- y y-sinucleina.
Puesto que los anticuerpos anti-a-sinucleina humana de la presente invencion se han aislado de un grupo de sujetos
de edad avanzada que no presentaban signos de Parkinsonismo y que mostraban una respuesta inmunitaria
especifica de a-sinucleina, a los anticuerpos anti-a-sinucleina de la presente invencién también se los denomina
«autoanticuerpos humanos» para poner énfasis en el hecho de que esos anticuerpos estaban, en efecto,
expresados por los sujetos y no se han aislado de, por ejemplo, un banco de expresién en fagos de inmunoglobulina
humana, que hasta ahora representaba un procedimiento comun para tratar de proporcionar anticuerpos tipo
humanos.

Cabe destacar que el término «un» o0 «una» entidad se refiere a uno o mas de esa entidad; por ejemplo, se debe
entender que «un anticuerpo» representa uno o mas anticuerpos. Como tal, los términos «un» (0 «una»), «uno o
mas» y «al menos uno» se pueden usar de manera intercambiable en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término «polipéptido» pretende incluir un Unico «polipéptido», asi como
varios «polipéptidos», y se refiere a una molécula compuesta por monémeros (aminoacidos) unidos de forma lineal
por enlaces de amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término «polipéptido» se refiere a cualquier
cadena o cadenas de dos 0 mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud especifica del producto. Por lo tanto, los
péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, «proteina», «cadena de aminoacidos» o cualquier otro término usado
para referirse a una cadena o cadenas de dos o mas aminoacidos se incluyen dentro de la definicion de
«polipéptido», y el término «polipéptido» se puede usar en vez de, o de forma intercambiable con, cualquiera de
estos términos.

El término «polipéptido» también pretende hacer referencia a los productos de modificaciones postexpresion del
polipéptido, incluyendo, sin limitacién, glucosilacién, acetilacion, fosforilacion, amidacién, derivatizacién por grupos
protectores/de bloqueo conocidos, escision proteolitica o modificaciéon por aminoacidos de origen no natural. Un
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polipéptido puede derivar de una fuente bioldgica natural o producirse mediante tecnologia de recombinacioén, pero
no es necesariamente traducido a partir de una secuencia de acido nucleico designada. Puede generarse de
cualquier forma, incluyendo mediante sintesis quimica.

Un polipéptido de la invencién puede tener un tamafo de aproximadamente 3 o mas, 5 o mas, 10 o mas, 20 o mas,
25 0 mas, 50 o mas, 75 o mas, 100 o mas, 200 o mas, 500 o mas, 1.000 o mas, o 2.000 o mas aminoacidos. Los
polipéptidos pueden tener una estructura tridimensional definida, aunque no tengan necesariamente dicha
estructura. Los polipéptidos con una estructura tridimensional definida se denominan plegados, y los polipéptidos
que no poseen una estructura tridimensional definida, sino que adoptan una gran cantidad de conformaciones
diferentes, se denominan no plegados. Como se usa en el presente documento, el término glucoproteina se refiere a
una proteina acoplada al menos a un resto carbohidrato que esta unido a la proteina a través de una cadena lateral
que contiene oxigeno o nitrégeno de un residuo de aminoacido, p. €j., un residuo de serina o un residuo de
asparagina.

Por un polipéptido «aislado» o un fragmento, variante o derivado del mismo se refiere a un polipéptido que no esta
en su medio natural. No se requiere ningun nivel de purificacion particular. Por ejemplo, un polipéptido aislado puede
retirarse de su entorno original o natural. Los polipéptidos y proteinas producidos de forma recombinante expresados
en células huésped se consideran aislados a efectos de la invencion, al igual que los polipéptidos naturales o
recombinantes que han sido separados, fraccionados, o parcial o sustancialmente purificados por cualquier técnica
adecuada.

También se incluyen como polipéptidos de la presente invencion los fragmentos, derivados, analogos o variantes de
los polipéptidos anteriores, y cualquier combinacién de los mismos. Los términos «fragmento», «variante»,
«derivado» y «analogo», cuando se refieren a anticuerpos o polipéptidos de anticuerpos de la presente invencion,
incluyen cualquier polipéptido que retenga al menos algunas de las propiedades de union al antigeno de la molécula,
anticuerpo o polipéptido de unién nativo correspondiente. Los fragmentos de polipéptidos de la presente invencién
incluyen fragmentos proteoliticos, asi como también fragmentos de eliminacion, ademas de fragmentos de
anticuerpo especificos descritos en otro punto en el presente documento. Las variantes de anticuerpos y
polipéptidos de anticuerpo de la presente invencion incluyen fragmentos como se ha descrito anteriormente, y
también polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas debido a sustituciones, eliminaciones o inserciones
de aminoacidos. Las variantes pueden ser de origen natural o no natural. Las variantes de origen no natural pueden
producirse usando técnicas de mutagénesis conocidas en la técnica. Las variantes de polipéptidos pueden
comprender sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos conservadoras 0 no conservadoras. Los
derivados de moléculas de unidn especificas de a-sinucleina, p. ej., anticuerpos y polipéptidos de anticuerpo de la
presente invencién, son polipéptidos que se han alterado para presentar caracteristicas adicionales que no se
encuentran en el polipéptido nativo. Los ejemplos incluyen proteinas de fusion. Las variantes de polipéptidos
también se denominan «analogos de polipéptidos» en el presente documento. Como se usa en el presente
documento un «derivado» de una molécula de unién o fragmento de la misma, un anticuerpo o un polipéptido de
anticuerpo se refiere a un polipéptido objeto que tiene uno o mas residuos quimicamente derivados por reaccion de
un grupo lateral funcional. También se incluyen como «derivados» aquellos péptidos que contienen uno o mas
derivados de aminoéacidos de origen natural de los veinte aminoacidos estandar. Por ejemplo, 4-hidroxiprolina se
puede sustituir por prolina, 5-hidroxilisina se puede sustituir por lisina; 3-metilhistidina se puede sustituir por histidina;
homoserina se puede sustituir por serina; y ornitina se puede sustituir por lisina.

El término «polinucledtido» pretende incluir un Unico acido nucleico, asi como varios acidos nucleicos, y se refiere a
una molécula o constructo de acido nucleico aislado, p. €j., ARN mensajero (ARNm) o ADN plasmidico (ADNp). Un
polinucledtido puede comprender un enlace de fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (p. €j., un
enlace de amida, como el de los acidos nucleicos peptidicos (ANP)). El término «acido nucleico» se refiere a uno
cualquiera o mas segmentos de acido nucleico, p. €j., fragmentos de ADN o ARN, presentes en un polinucleétido.
Por &cido nucleico o polinucleétido «aislado» se refiere a una molécula de &cido nucleico, ADN o ARN, que ha sido
eliminada de su entorno natural. Por ejemplo, un polinucleétido recombinante que codifica un anticuerpo contenido
en un vector se considera aislado a los efectos de la presente invencion. Los ejemplos adicionales de un
polinucledtido aislado incluyen polinucledtidos recombinantes mantenidos en células huésped heterdlogas o
polinucledtidos purificados (parcial o sustancialmente) en disoluciéon. Las moléculas de ARN aisladas incluyen
transcripciones de ARN in vivo o in vitro de polinucleétidos de la presente invencién. Los polinucleétidos o acidos
nucleicos aislados de acuerdo con la presente invencion incluyen ademdas dichas moléculas producidas
sintéticamente. Ademas, un polinucleétido o un &cido nucleico puede ser o puede incluir un elemento de regulacion,
tal como un promotor, sitio de unioén a ribosomas, o un terminador de la transcripcién.

Como se usa en el presente documento, una «region codificante» es una porcién del acido nucleico que consiste en
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codones traducidos en aminoacidos. Aunque un «codon de terminacion» (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un
aminoacido, puede considerarse parte de una regién codificante, pero cualesquiera secuencias flanqueantes, por
ejemplo promotores, sitios de unién a ribosoma, terminadores de transcripcion, intrones y similares, no son parte de
una regioén codificante. Dos 0 mas regiones de codificacion de la presente invencién pueden estar presentes en un
constructo de un solo polinucledétido, p. €j., en un vector individual, o en constructos de polinucleétido separados, p.
ej., en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una Unica region codificante, o
puede comprender dos o mas regiones codificantes, p. ej., un vector individual puede codificar por separado una
regiéon variable de cadena pesada de inmunoglobulina y una regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina.
Ademas, un vector, un polinucledtido o un acido nucleico de la invencion puede codificar regiones codificantes
heterdlogas, ya sea fusionadas o no fusionadas a un &cido nucleico que codifica una molécula de union, un
anticuerpo, o fragmento, variante o derivado correspondiente. Las regiones codificantes heterélogas incluyen, sin
limitacion, elementos o motivos especializados, tales como un péptido sefial secretor o un dominio funcional
heterdlogo.

En determinadas realizaciones, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En el caso de ADN, un polinucleétido que
comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido puede incluir un promotor y/u otros elementos de control de
transcripcion o traduccion asociados operativamente con una o mas regiones codificantes. Una asociacién operativa
es cuando una region codificante para un producto génico, p. €j., un polipéptido, esta asociada con una o mas
secuencias reguladoras de tal forma como para poner la expresion del producto génico bajo la influencia o control de
la secuencia o secuencias reguladoras. Dos fragmentos de ADN (tal como una region codificante de polipéptido y un
promotor asociado con la misma) estan «asociados de forma operativa» o «unidos de forma operativa» si la
induccién de la funcién promotora da como resultado la transcripciéon del ARNm que codifica el producto génico
deseado y si la naturaleza de la unién entre los dos fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de las
secuencias reguladoras de expresion para dirigir la expresion del producto génico o interfiere con la capacidad de la
plantilla de ADN de transcribirse. Por lo tanto, una regién promotora estaria asociada de forma operativa con un
acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor fuera capaz de efectuar la transcripcion de ese acido
nucleico. El promotor puede ser un promotor especifico de células que dirige la transcripcidon sustancial del ADN
unicamente en células predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripcion, ademas de un promotor, por
ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefiales de terminacion de la transcripcion, pueden estar
asociados de forma operativa con el polinucleétido para dirigir la transcripcién especifica de células. En el presente
documento se describen promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcion.

Los expertos en la técnica conocen una diversidad de regiones de control de la transcripcion. Estas incluyen, sin
limitacion, regiones de control de transcripcion que funcionan en células vertebradas, tales como, sin caracter
restrictivo, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (el promotor temprano inmediato, junto con el
intrén-A), virus simio 40 (el promotor temprano), y retrovirus (tales como virus Rous sarcoma). Otras regiones de
control de transcripcion incluyen las derivadas de genes vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico,
hormona de crecimiento bovino y B-globina de conejo, asi como otras secuencias capaces de controlar la expresion
génica en células eucariotas. Las regiones de control de transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y
potenciadores especificos de tejido, asi como promotores inducibles por linfocina (p. ej., promotores inducibles por
interferones o interleucinas).

De forma similar, los expertos en la técnica conocen una diversidad de elementos de control de traduccion. Estos
incluyen, pero sin caracter restrictivo, sitios de union a ribosoma, codones de iniciacién y terminacién de traduccion,
y elementos derivados de picornavirus (particularmente un sitio de entrada a ribosoma interno, o IRES, también
llamado secuencia CITE).

En otras realizaciones, un polinucleétido de la presente invencién es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero
(ARNm).

Las regiones de codificacion de polinucleétidos y acidos nucleicos de la presente invencion pueden estar asociadas
con regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefial, que dirigen la secreciéon de un
polipéptido codificado por un polinucledtido de la presente invencion. De acuerdo con la hipotesis de las sefiales, las
proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido sefial o secuencia lider secretora que se escinde de
la proteina madura una vez que se inicid la exportacion de la cadena de proteinas en crecimiento a lo largo del
reticulo endoplasmatico rugoso. Los expertos en la técnica son conscientes de que los polipéptidos secretados por
células vertebradas generalmente tienen un péptido sefial fusionado al extremo N-terminal del polipéptido, que se
escinde del polipéptido completo o «de longitud completa» para producir un forma secretada o «madura» del
polipéptido. En ciertas realizaciones, se usa el péptido sefal nativo, p. €j., un péptido sefhal de cadena pesada o de
cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado funcional de esa secuencia que conserva la capacidad de dirigir la
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secrecioén del polipéptido que se asocia operativamente con el mismo. Como alternativa, se puede usar un péptido
sefial heterdlogo de mamifero, o un derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider de tipo silvestre
puede estar sustituida por la secuencia lider de activador del plasmindégeno de tejido humano (TPA) o B-
glucuronidasa de raton.

A menos que se especifique otra cosa, los términos «trastorno» y «enfermedad» se usan de manera intercambiable
en el presente documento.

Una «molécula de unién» como se utiliza en el contexto de la presente invencidon se refiere a anticuerpos, y
fragmentos del mismo.

Los términos «anticuerpo» e «inmunoglobulina» se utilizan de manera intercambiable en el presente documento. Un
anticuerpo o inmunoglobulina es una molécula de unién a a-sinucleina que comprende al menos el dominio variable
de una cadena pesada, y normalmente comprende al menos los dominios variables de una cadena pesada y una
cadena ligera. Las estructuras de inmunoglobulina basicas en sistemas vertebrados se comprenden relativamente
bien; véase, p. €j., Harlow y col., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed.
1988).

Como se analizara en mas detalle a continuacion, el término «inmunoglobulina» comprende varias clases amplias de
polipéptidos que se pueden distinguir bioquimicamente. Los expertos en la técnica reconoceran que las cadenas
pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, (y, y, a, 8, €) con algunas subclases entre las mismas
(p. €j., y1-y4). Es la naturaleza de esta cadena la que determina la «clase» del anticuerpo como IgG, IgM, IgA I1gG o
IgE, respectivamente. Las subclases de inmunoglobulina (isotipos), p. €j., IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgA1, etc., estan
bien caracterizadas y se sabe que otorgan una especializacion funcional. Las versiones modificadas de cada una de
estas clases e isotipos son facilmente distinguibles para el experto en la técnica en vista de la presente descripcion
y, por consiguiente, se encuentran dentro del alcance de la presente invencion. Todas las clases de inmunoglobulina
se encuentran claramente comprendidas dentro del alcance de la presente invencion, la siguiente descripcion se
referira generalmente a la clase IgG de moléculas de inmunoglobulina. Con respecto a IgG, una molécula estandar
de inmunoglobulina comprende dos polipéptidos idénticos de cadena ligera de peso molecular de aproximadamente
23.000 Daltons, y dos polipéptidos idénticos de cadena pesada de peso molecular 53.000-70.000. Las cuatro
cadenas estan normalmente unidas por enlaces de disulfuro en una configuracion de «Y», donde las cadenas ligeras
agrupan las cadenas pesadas comenzando en la boca de la «Y» y continuando a través de la region variable.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda (k, A). Cada clase de cadena pesada puede estar unida con
una cadena ligera kappa o lambda. En general, las cadenas ligera y pesada estan unidas covalentemente entre si, y
las porciones de «cola» de las dos cadenas pesadas estan unidas entre si por enlaces covalentes de disulfuro o
enlaces no covalentes cuando las inmunoglobulinas se generan por hibridomas, linfocitos B o células huésped
modificadas genéticamente. En la cadena pesada, las secuencias de aminoacidos transcurren desde un extremo N-
terminal en los extremos bifurcados de la configuracion de Y al extremo C-terminal al final de cada cadena.

Tanto la cadena ligera como la pesada se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. Los términos
«constante» y «variable» se usan funcionalmente. En este sentido, se apreciara que los dominios variables de las
porciones de cadena ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento y la especificidad del antigeno. Por el
contrario, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) confieren
propiedades bioldgicas importantes, tales como secrecion, movilidad transplacentaria, unién al receptor Fc, unién al
complemento, y similares. Como convencién, la numeracién de los dominios de regiéon constante aumenta a medida
que se alejan mas del sitio de unién al antigeno o del extremo amino del anticuerpo. La porcién N-terminal es una
region variable y la porcion C-terminal es una region constante; los dominios CH3 y CL en realidad comprenden el
extremo carboxi de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

Como se ha indicado anteriormente, la regiéon variable permite al anticuerpo reconocer selectivamente y unir
especificamente epitopos en antigenos. Es decir, el domino VL y el dominio VH, o subconjunto de las regiones
determinantes de complementariedad (CDR), de un anticuerpo se combinan para formar la regién variable que
define un sitio de union al antigeno tridimensional. Esta estructura de anticuerpo cuaternaria forma el sitio de unién
al antigeno presente al final de cada brazo de la Y. Mas especificamente, el sitio de unién al antigeno se define por
tres CDR en cada una de las cadenas VH y VL. Cualquier fragmento de inmunoglobulina o anticuerpo que contenga
suficiente estructura como para unirse especificamente a a-sinucleina se denomina en el presente documento de
manera intercambiable como «fragmento de unién» o «fragmento inmunoespecifico».

En anticuerpos de origen natural, un anticuerpo comprende seis regiones hipervariables, a veces denominadas
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«regiones determinantes de complementariedad» o «CDR», presentes en cada dominio de unién al antigeno, que
son secuencias cortas, no contiguas de aminoacidos que se colocan especificamente para formar el dominio de
unién al antigeno a medida que el anticuerpo asume su configuracién tridimensional en un entorno acuoso. Las
«CDR» estan flanqueadas por cuatro regiones «marco» o «FR» relativamente conservadas que muestran menos
variabilidad intermolecular. Las regiones marco adoptan en gran medida una conformacion de B-lamina y las CDR
forman bucles que se conectan y, en algunos casos, forman parte de la estructura de B-lamina. Por lo tanto, las
regiones marco actuan para formar una matriz que proporciona el posicionamiento de las CDR en una orientacion
correcta mediante interacciones no covalentes intercatenarias. El dominio de unién al antigeno formado por las CDR
posicionadas define una superficie complementaria al epitopo en el antigeno inmunorreactivo. Esta superficie
complementaria promueve la unidon no covalente del anticuerpo a su epitopo cognado. Los aminoacidos que
comprenden las CDR y las regiones marco, respectivamente, pueden ser facilmente identificados por un experto en
la técnica para determinar cualquier region variable de cadena pesada o ligera dada, debido a que se han definido
con precision; véase, "Sequences of Proteins of Immunological Interest", Kabat, E., y col., Departamento de Salud y
Servicios Sociales de los Estados Unidos, (1983); y Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196 (1987), 901-917.

En el caso en que se utilicen y/o acepten en la técnica dos o mas definiciones de un término, la definicién del
término como se usa en el presente documento pretende incluir todos estos significados, a menos que se indique
explicitamente otra cosa. Un ejemplo especifico es el uso del término «region determinante de complementariedad»
(«CDR») para describir los sitios de combinacion de antigenos no contiguos encontrados dentro de la region variable
de tanto los polipéptidos de cadenas pesadas como ligeras. Esta regién particular ha sido descrita por Kabat y col.,
Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos, "Sequences of Proteins of Immunological
Interest” (1983) y por Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196 (1987), 901-917, donde las definiciones incluyen
solapamiento o subconjuntos de residuos de aminoacidos cuando se comparan entre si. No obstante, se pretende
que la aplicacion de cualquier definicién para referirse a una CDR de un anticuerpo o las variantes del mismo esté
comprendida dentro del alcance del término, como se define y se utiliza en el presente documento. Los residuos de
aminoacidos adecuados que incluyen las CDR, como se define mediante cada una de las referencias citadas
anteriormente, se exponen a continuacion en la Tabla 1 como una comparacion. Las cantidades exactas de residuos
que incluye una CDR en particular variaran dependiendo de la secuencia y el tamafio de la CDR. Los expertos en la
técnica pueden determinar de manera rutinaria qué residuos comprenden una region hipervariable o CDR particular
del subtipo de anticuerpo IgG humana dada la secuencia de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo.

Tabla 1: Definiciones de CDR'

Kabat Chothia
CDR1 de VH 31-35 26-32
CDR2 de VH 50-65 52-58
CDR3 de VH 95-102 95-102
CDR1 de VL 24-34 26-32
CDR2 de VL 50-56 50-52
CDR3 de VL 89-97 91-96

"La numeracion de las definiciones de todas las CDR de la Tabla 1 es de acuerdo
con las convenciones de numeracion establecidas en Kabat y col. (véase a
continuacion).

Kabaty col. también definieron un sistema de numeraciéon para secuencias de dominio variable que se aplica a
cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar sin ambigiedad este sistema de «numeracién de
Kabat» a cualquier secuencia de dominio variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Como se utiliza en el presente documento, la «numeracion de Kabat» se refiere al sistema de
numeracion expuesto por Kabat y col., Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos,
"Sequence of Proteins of Immunological Interest" (1983). A menos que se especifique lo contrario, las referencias a
la numeracion de posiciones de residuos de aminoacidos especificas en un anticuerpo o fragmento, variante o
derivado de unién al antigeno del mismo de la presente invencion son de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat.

Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno, fragmentos inmunoespecificos, variantes o derivados de los
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mismos de la invencion incluyen, pero sin caracter restrictivo, anticuerpos policlonales, monoclonales,
multiespecificos, humanos, humanizados, primatizados, murinizados o quiméricos, anticuerpos monocatenarios,
fragmentos de unién a epitopo, por ejemplo, Fab, Fab' y F(ab'),, Fd, Fvs, Fvs monocatenarios (scFv), anticuerpos
monocatenarios, Fvs enlazados a disulfuro (sdFv), fragmentos que comprenden un dominio VL o VH, fragmentos
producidos mediante un banco de expresiéon de Fab, y anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, p. e€j.,
anticuerpos anti-ld a anticuerpos descritos en la presente). Las moléculas ScFv se conocen en la técnica y se
describen, p. ej., en la patente de EE. UU. 5.892.019. Las moléculas de inmunoglobulina o anticuerpo de la
invencion pueden ser de cualquier tipo (p. €j., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA, e IgY), clase (por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3,
1gG4, IgA1 e IgA2) o subclase de molécula de inmunoglobulina.

En una realizacion, el anticuerpo de la presente invencion no es IgM o un derivado de la misma con una estructura
pentavalente. En particular, en aplicaciones especificas de la presente invencién, especialmente uso terapéutico, las
IgM son menos utiles que las IgG y otros anticuerpos bivalentes o0 moléculas de unién correspondientes, ya que las
IgM, debido a su estructura pentavalente y falta de maduracion de afinidad, a menudo muestran reactividades
cruzadas no especificas y muy baja afinidad.

En una realizacion particular, el anticuerpo de la presente invencidn no es un anticuerpo policlonal, es decir, consiste
sustancialmente en una especie de anticuerpo particular en vez de ser una mezcla obtenida de una muestra de
inmunoglobulina en plasma.

Los fragmentos de anticuerpo, incluyendo anticuerpos monocatenarios, pueden comprender la regiéon o regiones
variables solas o junto con la totalidad o una porcién de los siguientes: regiéon bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3.
También se incluyen en la invencidén fragmentos de unién a a-sinucleina que también comprenden cualquier
combinacién de una o mas regiones variables con una region bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3. Los anticuerpos o
fragmentos inmunoespecificos de los mismos de la presente invenciéon pueden ser de cualquier origen animal
incluyendo aves y mamiferos. En ciertas realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos humanos, murinos, de burro,
conejo, cabra, cobaya, camello, llama, caballo o pollo. En otra realizacion, la region variable puede tener un origen
condrictio (p. €j., de tiburones).

En un aspecto, el anticuerpo de la presente invencién es un anticuerpo monoclonal humano aislado de un ser
humano. Opcionalmente, la regién marco del anticuerpo humano se alinea y se adopta de acuerdo con las
secuencias de regién variable de linea germinal humana pertinentes de la base de datos; véase, p. ej., Vbase
(vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk) alojada por el MRC Centre for Protein Engineering (Cambridge, Reino Unido). Por
ejemplo, los aminoacidos que se considera se desvian potencialmente de la verdadera secuencia de linea germinal
podrian deberse a las secuencias de cebadores de PCR incorporadas durante el proceso de clonacion. En
comparaciéon con anticuerpos de tipo humano generados artificialmente, tales como fragmentos de anticuerpo
monocatenarios (scFv) de un banco de anticuerpos de expresion en fagos o ratones xenogénicos, el anticuerpo
monoclonal humano de la presente invencidon se caracteriza por (i) obtenerse usando la respuesta inmunitaria
humana en lugar de la de sustitutos de animal, es decir, el anticuerpo se ha generado en respuesta a a-sinucleina
natural en su conformacién pertinente en el cuerpo humano, (ii) haber protegido al individuo o es al menos
significativo por la presencia de a-sinucleina, y (iii) dado que el anticuerpo es de origen humano, los riesgos de
reactividad cruzada en comparacion con autoantigenos se minimizan. Por lo tanto, de acuerdo con la presente
invencién los términos «anticuerpo monoclonal humano», «autoanticuerpo monoclonal humano», «anticuerpo
humano» y similares, se usan para representar una molécula de unién a a-sinucleina que es de origen humano, es
decir, que se ha aislado de una célula humana tal como un linfocito B o hibridoma del mismo, o el ADNc del que se
ha clonado directamente de ARNm de una célula humana, por ejemplo, un linfocito B de memoria humano. Un
anticuerpo humano es aun «humano» incluso si las sustituciones de aminoacidos se hacen en el anticuerpo, p. €j.,
para mejorar las caracteristicas de unién.

Los anticuerpos que derivan de bancos de inmunoglobulina humana o de animales transgénicos para una o mas
inmunoglobulinas humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas, como se describe mas adelante y, por
ejemplo en la patente de EE. UU. N.° 5.939.598 por Kucherlapati y col., se denominan anticuerpos de tipo humano
para distinguirlos de los anticuerpos verdaderamente humanos de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término «anticuerpo murinizado» o «inmunoglobulina murinizada» se
refiere a un anticuerpo que comprende una o mas CDR de un anticuerpo humano de la presente invencién; y una
region marco humana que contiene sustituciones y/o eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos que estan
basadas en una secuencia de anticuerpo de ratdén. La inmunoglobulina humana que proporciona las CDR se
denomina «parental» o «aceptora», y el anticuerpo de ratén que proporciona los cambios marco se denomina
«donante». Las regiones constantes no necesitan estar presentes, pero si lo estan, normalmente son
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sustancialmente idénticas a regiones constantes de anticuerpo de ratén, es decir, al menos idénticas en
aproximadamente el 85-90 %, o aproximadamente el 95 %. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una
inmunoglobulina de cadena pesada o ligera humana murinizada de longitud completa contiene una regién constante
de ratén, CDR humanas y una regidon marco sustancialmente humana que tiene la cantidad de sustituciones de
aminoacidos «murinizantes». Normalmente, un «anticuerpo murinizado» es un anticuerpo que comprende una
cadena ligera variable murinizada y/o una cadena pesada variable murinizada. Por ejemplo, un anticuerpo
murinizado no incluiria un anticuerpo quimérico tipico, p. ej., debido a que la regién variable entera de un anticuerpo
quimérico no es de raton. Un anticuerpo modificado que se ha «murinizado» mediante el proceso de «murinizacién»
se une al mismo antigeno que el anticuerpo parental que proporciona las CDR y es normalmente menos
inmundégeno en ratones, en comparacion con el anticuerpo parental.

Como se usa en el presente documento, el término «porcion de cadena pesada» incluye secuencias de aminoacidos
derivadas de una cadena pesada de inmunoglobulina. Un polipéptido que comprende una porcién de cadena pesada
comprende al menos uno de: dominio CH1, un dominio bisagra (p. €j.., region bisagra superior, media y/o inferior),
un dominio CH2, un dominio CH3, o una variante o fragmento de los mismos. Por ejemplo, un polipéptido de union
para su uso en la invencion puede comprender una cadena de polipéptidos que comprende un dominio CH1; una
cadena de polipéptidos que comprende un dominio CH1, al menos una porcién de un dominio bisagra y un dominio
CH2; una cadena de polipéptidos que comprende un dominio CH1 y un dominio CH3; una cadena de polipéptidos
que comprende un dominio CH1, al menos una porcion de un dominio bisagra, y un dominio CH3 o una cadena de
polipéptidos que comprende un dominio CH1, al menos una porcion de un dominio bisagra, un dominio CH2, y un
dominio CH3. En otra realizacién, un polipéptido de la invencién comprende una cadena de polipéptidos que
comprende un dominio CH3. Ademas, un polipéptido de unién para su uso en la invencién puede carecer de al
menos una porcién de un dominio CH2 (p. ej., todo o parte de un dominio CH2). Como se ha expuesto
anteriormente, un experto en la técnica entendera que estos dominios (p. €j., las porciones de cadena pesada) se
pueden modificar de tal forma que varien en la secuencia de aminoacidos con respecto a la molécula de
inmunoglobulina de origen natural.

En determinados anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos descritos en
el presente documento, las porciones de cadena pesada de una cadena de polipéptidos de un multimero son
idénticas a las de una segunda cadena de polipéptidos del multimero. Como alternativa, los monémeros que
contienen porciones de cadena pesada de la invencidon no son idénticos. Por ejemplo, cada monémero puede
comprender un sitio de unién diana diferente, formando, por ejemplo, un diacuerpo o anticuerpo biespecifico.

En otra realizacién, los anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de union al antigeno de los mismos
descritos en el presente documento estdn compuestos por una cadena de polipéptidos sencilla tal como scFv y
deben expresarse de modo intracelular (intracuerpos) para potenciales aplicaciones de diagnoéstico o terapéuticas in
vivo.

Las porciones de cadena pesada de un polipéptido de unién para uso en los procedimientos de diagndstico y
tratamiento descritos en la presente se pueden derivar de distintas moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, una
porcion de cadena pesada de un polipéptido puede comprender un dominio CH1 derivado de una molécula IgG1 y
una region bisagra derivada de una molécula 19G3. En otro ejemplo, una porcion de cadena pesada puede
comprender una region bisagra derivada, en parte, de una molécula IgG1 y, en parte, de una molécula IgG3. En otro
ejemplo, una porcién de cadena pesada puede comprender una bisagra quimérica derivada, en parte, de una
molécula IgG1 y, en parte, de una molécula IgG4.

Como se usa en el presente documento, el término «porcion de cadena ligera» incluye secuencias de aminoacidos
derivadas de una cadena ligera de inmunoglobulina. En una realizacion, la porciéon de cadena ligera comprende al
menos uno de un dominio V, o CL.

Se considera que el tamafio minimo de un epitopo de péptido o polipéptido para un anticuerpo debe ser de
aproximadamente cuatro a cinco aminoacidos. Los epitopos de péptido o polipéptido pueden contener, por ejemplo,
al menos siete, al menos nueve, o entre al menos aproximadamente 15 a aproximadamente 30 aminoacidos. Dado
que una CDR puede reconocer un péptido o polipéptido antigénico en su forma terciaria, los aminoacidos que
comprenden un epitopo no necesitan ser contiguos, y en algunos casos, pueden incluso no estar en la misma
cadena de péptidos. En la presente invencion, un epitopo de péptido o polipéptido reconocido por anticuerpos de la
presente invencién contiene una secuencia de al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, o entre aproximadamente 15 a aproximadamente 30
aminoacidos contiguos o no contiguos de a-sinucleina. Como se utiliza en la presente, cuando se dice que un
anticuerpo se une «dentro» de determinado intervalo de aminoacidos, p. €j., se une a un epitopo «dentro de los
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aminoacidos 4 a 15 de a-sinucleina» quiere decir que el epitopo abarca el intervalo completo de determinados
aminoacidos o es mas pequefio. Dicho de otro modo, para un epitopo «dentro de los aminoacidos 4 a 15 de a-
sinucleina», el epitopo puede incluir la cadena de péptidos de 12 aminoacidos entera de 4 a 15 pero también puede
ser mas pequefo, p. ej., aminoacidos 4 a 12, aminoacidos 4 a 10 o aminoacidos 4 a 8. El experto en la técnica
también reconocera que los aminoacidos fuera del intervalo determinado pueden contribuir a conseguir una mejor
afinidad de unién o un mayor reconocimiento de un epitopo conformacional, pero no son necesarios para la union.

Por «unir especificamente» o «reconocer especificamente», usados de manera intercambiable en el presente
documento, se entiende generalmente que una molécula de union, p. €j., un anticuerpo, se une a un epitopo a través
de su dominio de union al antigeno, y que la union implica algo de complementariedad entre el dominio de union al
antigeno y el epitopo. De acuerdo con esta definicion, se dice que un anticuerpo se «une especificamente» a un
epitopo cuando se une a ese epitopo, a través de su dominio de unién al antigeno mas facilmente de lo que se
uniria a un epitopo aleatorio, no relacionado. El término «especificidad» se usa en el presente documento para
calificar la afinidad relativa mediante la cual determinado anticuerpo se une a determinado epitopo. Se puede
considerar, por ejemplo, que el anticuerpo «A» tiene una mayor especificidad para un epitopo dado que el
anticuerpo «B», o se puede decir que el anticuerpo «A» se une al epitopo «C» con una mayor especificidad que la
que tiene para el epitopo «D» relacionado.

Siempre que esté presente, la expresion «caracteristicas de union inmunoldgicas» u otras caracteristicas de union
de un anticuerpo con un antigeno, en todas sus formas gramaticales, se refiere a la especificidad, afinidad,
reactividad cruzada y otras caracteristicas de unién de un anticuerpo.

«Unir preferentemente» significa que la molécula de unién, p. €j., un anticuerpo se une especificamente a un epitopo
mas facilmente de lo que se uniria a un epitopo relacionado, similar, homélogo o analogo. Por lo tanto, un anticuerpo
que «se une preferentemente» a un epitopo dado tendria mas probabilidades de unirse a ese epitopo que a un
epitopo relacionado, incluso cuando dicho anticuerpo pueda tener una reaccién cruzada con el epitopo relacionado.

A modo de ejemplo no limitante, una molécula de union, p. ej., un anticuerpo, se une a un primer epitopo
preferentemente si se une a dicho primer epitopo con una constante de disociacion (Kp) que es menor que la Kp del
anticuerpo para el segundo epitopo. En otro ejemplo no limitante, un anticuerpo se une a un primer antigeno
preferentemente si se une al primer epitopo con una afinidad que es al menos un orden de magnitud menor que la
Kp del anticuerpo para el segundo epitopo. En otro ejemplo no limitante, un anticuerpo se une a un primer epitopo
preferentemente si se une al primer epitopo con una afinidad que es al menos dos 6rdenes de magnitud menor que
la Kp del anticuerpo para el segundo epitopo.

En otro ejemplo no limitante, una molécula de unién, p. ej., un anticuerpo se une a un primer epitopo
preferentemente si se une al primer epitopo con una tasa de disociacion (k(off)) que es menor que la k(off) del
anticuerpo para el segundo epitopo. En otro ejemplo no limitante, un anticuerpo se une a un primer epitopo
preferentemente si se une al primer epitopo con una afinidad que es al menos un orden de magnitud menor que la
k(off) del anticuerpo para el segundo epitopo. En otro ejemplo no limitante, un anticuerpo se une a un primer epitopo
preferentemente si se une al primer epitopo con una afinidad que es al menos dos 6rdenes de magnitud menor que
la k(off) del anticuerpo para el segundo epitopo.

En algunas realizaciones, una molécula de unién, p. €j., un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, variante o
derivado descrito en la presente se puede unir a una a-sinucleina o a un fragmento o variante correspondiente con
una tasa de disociacion (k(off)) inferior o igual a 5 X 10'Zseg'1, 10'zseg'1, 5X 10'3seg'10 10'3seg' . En algunas
realizaciones, un anticuerpo de la invencidbn se puede unir a a-sinucleina o a un fragmento o variante
correspondiente con una tasa de disociacion (k(off)) inferior o igual a 5 X 10™seg”, 10™seg™, 5 X 10°seg™, 0 10"
5seg'15 X 10'63eg'1, 10'63eg'1, 5X 10'7seg'1o 10'7seg'1.

En algunas realizaciones, una molécula de unién, p. ej., un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, variante o
derivado descrito en la presente se puede unir a a-sinucleina o a un fragmento o variante correspondiente con una
tasa de asociacion (k(on)) mayor o igual a 10°M”'seg™, 5 X 10°M"seg™, 10°M'seg™o0 5 X 10*M'seg™. En algunas
realizaciones, un anticuerpo de la invencidbn se puede unir a a-sinucleina o a un fragmento o variante
correspondiente con una tasa de asociacion (k(on)) mayor o igual a 105M'1seg'1, 5X 105M'1seg'1, 106M'1seg'1, 05X
106M'1seg'1o 1O7M'1seg'1.

Se dice que una molécula de unién, p. €j., un anticuerpo, inhibe de forma competitiva la unién de un anticuerpo de

referencia a un epitopo dado si se une preferentemente a ese epitopo al punto que bloquea, en cierto grado, la union
del anticuerpo de referencia con el epitopo. La inhibicidn competitiva se puede determinar mediante cualquier
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procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, ensayos ELISA de competicion. A modo de ejemplo, un
anticuerpo puede inhibir de forma competitiva la unién del anticuerpo de referencia con un epitopo dado en al menos
un 90 %, al menos un 80 %, al menos un 70 %, al menos un 60 % o al menos un 50 %.

Como se usa en el presente documento, el término «afinidad» se refiere a una medida de la fuerza de la unién de un
epitopo individual con la CDR de una molécula de unién, p. €j., una molécula de inmunoglobulina; véase, p. €.,
Harlow y col., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. (1988) en las paginas
27-28. Como se usa en el presente documento, el término «avidez» se refiere a la estabilidad general del complejo
entre una poblacion de inmunoglobulinas y un antigeno, es decir, la fuerza de combinacion funcional de una mezcla
de inmunoglobulina con el antigeno; véase, p. ej., Harlow en las paginas 29-34. La avidez se refiere tanto a la
afinidad de las moléculas de inmunoglobulina individuales en la poblacién con epitopos especificos, asi como
también a las valencias de las inmunoglobulinas y el antigeno. Por ejemplo, la interaccion entre un anticuerpo
monoclonal bivalente y un antigeno con una estructura de epitopo de alta repeticién, tal como un polimero, seria de
alta avidez. La afinidad o avidez de un anticuerpo para un antigeno se puede determinar de manera experimental
utilizando cualquier procedimiento apropiado; véase, por ejemplo, Berzofsky y col., "Antibody-Antigen Interactions" In
Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven Press Nueva York, N Y (1984),Kuby, Janis Immunology, W. H.
Freeman and Company Nueva York, N Y (1992), y procedimientos descritos en la presente. Las técnicas generales
para medir la afinidad de un anticuerpo por un antigeno incluyen ELISA, RIA y resonancia de plasmoén superficial. La
afinidad calculada de una interaccién de anticuerpo-antigeno particular puede variar si se mide en diferentes
condiciones, p. ej., concentracion de sal, pH. Por lo tanto, las mediciones de afinidad y otros parametros de union al
antigeno, por ejemplo, Kp, Clsg, se pueden hacer con disoluciones estandarizadas de anticuerpo y antigeno, y un
tampodn estandarizado.

Las moléculas de unién, p. ej., anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno
correspondientes de la invencién también pueden describirse o especificarse en términos de su reactividad cruzada.
Como se usa en el presente documento, el término «reactividad cruzada» se refiere a la capacidad de un anticuerpo,
especifico para un antigeno, de reaccionar con un segundo antigeno; una medicién de la relaciéon entre dos
sustancias antigénicas diferentes. Por lo tanto, un anticuerpo tiene reactividad cruzada si se une a un epitopo
distinto del que indujo su formacion. El epitopo con reactividad cruzada generalmente contiene muchas de las
caracteristicas estructurales de complementariedad del epitopo inductor, y en algunos casos, puede ajustarse
realmente mejor que el original.

Por ejemplo, ciertos anticuerpos tienen cierto grado de reactividad cruzada, en el sentido de que se unen a epitopos
relacionados, pero no idénticos, p. €j., epitopos con una identidad con un epitopo de referencia de al menos 95 %, al
menos 90 %, al menos 85 %, al menos 80 %, al menos 75 %, al menos 70 %, al menos 65 %, al menos 60 %, al
menos 55 %, y al menos 50 % (calculada utilizando procedimientos conocidos en la técnica y descritos en la
presente). En algunas realizaciones, se puede decir que un anticuerpo tiene poca o ninguna reactividad cruzada si
no se une a epitopos con una identidad con un epitopo de referencia de menos de 95 %, menos de 90 %, menos de
85 %, menos de 80 %, menos de 75 %, menos de 70 %, menos de 65 %, menos de 60 %, menos de 55 %, y menos
de 50 % (calculada utilizando procedimientos conocidos en la técnica y descritos en la presente). Un anticuerpo
puede considerarse «altamente especifico» para determinado epitopo si no se une a ningun otro analogo, ortélogo u
homadlogo de ese epitopo.

Las moléculas de unién, p. ej., anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de uniéon al antigeno
correspondientes de la invenciéon también pueden describirse o especificarse en términos de su afinidad de union a
a-sinucleina. Las afinidades de unién incluyen aquellas con una constante de disociacion o Kd menor de 5 x 107M,
10°M, 5 x 10°°M, 10°M 5 x 10™*M, 10*M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 10°M, 10°M 5 x 10”'M, 10"M 5 x 10°M, 10°M 5 x 10’
M, 10°M 5 x 107"°M, 107"°M, 5 x 10""M, 10""M, 5 x 107°M, 10"°M, 5 x 107°M, 10"°M, 5 x 10™*M, 10™M, 5 x 10’
M, 0 10"°M.

Como se indica previamente, se conocen bien las estructuras de subunidades y la configuracién tridimensional de
las regiones constantes de las diversas clases de inmunoglobulina. Como se usa en el presente documento, el
término «dominio VH» incluye el dominio variable de extremo amino terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina y el término «dominio CH1» incluye el primer (extremo mas amino) dominio de regién constante de
una cadena pesada de inmunoglobulina. El dominio CH1 es adyacente al dominio VH y es extremo amino a la region
bisagra de una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina.

Como se usa en el presente documento, el término «dominio CH2» incluye la porcién de una molécula de cadena

pesada que se extiende, p. €j., desde aproximadamente el residuo 244 al residuo 360 de un anticuerpo usando
esquemas de numeracién convencionales (residuos 244 a 360, sistema de numeracién de Kabat; y residuos 231-
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340, sistema de numeracién de la UE; véase Kabat EA y col. op. cit). EI dominio CH2 es unico en el sentido de que
no esta intimamente emparejado con otro dominio. En cambio, dos cadenas de carbohidratos ramificadas unidas por
N se interponen entre los dos dominios CH2 de una molécula IgG nativa intacta. También existen muchos
antecedentes que demuestran que el dominio CH3 se extiende desde el dominio CH2 al extremo C-terminal de la
molécula IgG y comprende aproximadamente 108 residuos.

Como se usa en el presente documento, el término «regién bisagra» incluye la porcién de una molécula de cadena
pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2. Esta regién bisagra comprende aproximadamente 25 residuos y es
flexible, permitiendo asi que las dos regiones de union al antigeno del extremo N-terminal se muevan
independientemente. Las regiones bisagra pueden subdividirse en tres dominios distintos; dominios bisagra superior,
medio e inferior; véaseRoux y col., J. Immunol. 161 (1998), 4083.

Como se usa en el presente documento, el término «enlace disulfuro» incluye el enlace covalente formado entre dos
atomos de azufre. EI aminoacido cisteina comprende un grupo tiol que puede formar un enlace o puente disulfuro
con un segundo grupo tiol. En la mayoria de las moléculas IgG de origen natural, las regiones CH1 y CL se unen por
un enlace de disulfuro y las dos cadenas pesadas se unen por dos enlaces de disulfuro en las posiciones
correspondientes a 239 y 242 utilizando el sistema de numeracion de Kabat (posicion 226 o 229, sistema de
numeracion de la UE).

Como se usan en el presente documento, los términos «unido», «fusionado» o «fusién» se usan de manera
intercambiable. Estos términos se refieren a la unién de dos elementos o componentes adicionales, por cualquier
medio incluyendo conjugacion quimica o medios recombinantes. Una «fusién dentro del marco» se refiere a la union
de dos o mas marcos de lectura abierta (ORF, por su sigla en inglés) de polinucleétido para formar un ORF mas
largo y continuo, de manera que se mantenga el marco de lectura traduccional correcto de los ORF originales. Por lo
tanto, una proteina de fusidon recombinante es una Unica proteina que contiene dos o mas segmentos que
corresponden a polipéptidos codificados por los ORF originales (cuyos segmentos no se unen normalmente de esta
forma en la naturaleza). Aunque el marco de lectura se hace de este modo continuo a través de los segmentos
fusionados, los segmentos se pueden separar fisica o espacialmente, por ejemplo, mediante una secuencia de
enlace dentro del marco. Por ejemplo, los polinucledtidos que codifican las CDR de una region variable de
inmunoglobulina pueden fusionarse, dentro del marco, pero estar separados por un polinucleétido que codifica al
menos una regién marco de inmunoglobulina o regiones CDR adicionales, siempre que las CDR «fusionadas» se
cotraduzcan como parte de un polipéptido continuo.

El término «expresion», como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso por el cual un gen produce
una sustancia bioquimica, por ejemplo, un ARN o polipéptido. El proceso incluye cualquier manifestacion de la
presencia funcional del gen dentro de la célula incluyendo, sin limitacion, inactivacion génica, asi como también
expresion transitoria y expresion estable. Incluye, sin limitacion, la transcripcion del gen en ARN mensajero (ARNm),
ARN de transferencia (ARNt), ARN de horquilla corto (ARNhc), ARN de interferencia pequefio (ARNip) o cualquier
otro producto de ARN, y la traduccién de dicho ARNm en uno o mas polipéptidos. Si el producto final deseado es
una sustancia bioquimica, la expresion incluye la creacién de esa sustancia bioquimica y de cualquier precursor. La
expresion de un gen produce un «producto génico». Como se usa en el presente documento, un producto génico
puede ser un acido nucleico, p. ej., un ARN mensajero producido por la transcripcidon de un gen, o un polipéptido que
se traduce de una transcripcién. Los productos génicos descritos en el presente documento incluyen, ademas,
acidos nucleicos con modificaciones posteriores a la transcripcion, p. ej., poliadenilacion, o polipéptidos con
modificaciones posteriores a la traduccion, p. ej., metilacién, glucosilacion, adicion de lipidos, asociacion con otras
subunidades de proteina, escisidn proteolitica y similares.

Como se usa en el presente documento, el término «muestra» se refiere a cualquier material biolégico obtenido de
un sujeto o paciente. En un aspecto, una muestra puede comprender sangre, liquido cefalorraquideo («LCR»), u
orina. En otros aspectos, una muestra puede comprender sangre entera, plasma, linfocitos B enriquecidos de
muestras de sangre, y células cultivadas (p. ej., linfocitos B de un sujeto). Una muestra puede también incluir una
biopsia o muestra tisular que incluye tejido neural. En aun otros aspectos, una muestra puede comprender células
enteras y/o un lisado de las células. Las muestras de sangre se pueden tomar mediante procedimientos conocidos
en la técnica. En un aspecto, el sedimento puede volver a ponerse en suspension agitandose vorticialmente a 4 °C
en 200 pl de tampoén (Tris 20 mM, pH 7,5, Nonidy col 0,5 %, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, NaCl 0,1 M, inhibidor de
proteasa IX Sigma, e inhibidores de fosfatasa IX Sigma 1 y 2). La suspension puede mantenerse en hielo durante 20
minutos con agitacién vorticial intermitente. Después de centrifugar a 15.000 x g durante 5 minutos a
aproximadamente 4 °C, las alicuotas de sobrenadante pueden almacenarse a aproximadamente -70 °C.

Como se usa en el presente documento, los términos «tratar» o «tratamiento» se refieren tanto a tratamiento
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terapéutico como a medidas preventivas y profilacticas, donde el objeto es prevenir o ralentizar (reducir) un cambio
fisiolégico o trastorno no deseado, tal como el desarrollo del Parkinsonismo. Los resultados clinicos beneficiosos o
deseados incluyen, sin caracter restrictivo, alivio de sintomas, reduccion del alcance de la enfermedad, estabilizacion
del estado de la enfermedad (es decir, que no empeora), demora o ralentizacién del avance de la enfermedad,
mejora o mitigacion de la patologia, y remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o no detectable.
«Tratamiento» también puede significar prolongar la supervivencia en comparaciéon con la supervivencia esperada
en caso de no recibir tratamiento. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen la afeccion
o el trastorno, asi como aquellos propensos a padecer la afeccion o el trastorno o aquellos donde se quiere evitar la
manifestacion de la afeccién o trastorno.

«Sujeto», «individuo», «animal», «paciente» o «mamifero» se refiere a cualquier sujeto, particularmente un sujeto
mamifero, p. €j., un paciente humano, para el cual se desea el diagndstico, el prondstico, la prevencion o la terapia.

Il. Anticuerpos

En general, la presente invencién se refiere a anticuerpos anti-a-sinucleina humana y a fragmentos de unién al
antigeno de los mismos de acuerdo con la caracterizacion en las reivindicaciones, que pueden demostrar las
caracteristicas de unién inmunoldgica y/o propiedades biolégicas como las descritas para los anticuerpos ilustrados
en los Ejemplos. De acuerdo con la presente invencion los anticuerpos monoclonales humanos especificos para a-
sinucleina se clonaron de un conjunto de sujetos de edad avanzada.

En el transcurso de los experimentos realizados de acuerdo con la presente invencion, los intentos iniciales no
lograron clonar anticuerpos especificos de a-sinucleina pero casi siempre dieron como resultado clones de falso
positivo. La investigacion adicional de estos clones indicé que producian anticuerpos que reconocian proteinas de E.
coli. Para resolver este problema, los anticuerpos en medios acondicionados de cultivos de linfocitos B de memoria
humanos se cribaron en paralelo para determinar union a monémero de alfa sinucleina de longitud completa
revestido y ausencia de unién a proteinas de E. coli.y albumina de suero bovino (BSA). En particular, el medio
acondicionado de linfocitos B se preabsorbié con proteinas de E. coli antes de someter el medio a un ensayo ELISA
para cribado de anticuerpos humanos de unién a a-sinucleina.

Los intentos iniciales de aislamiento de anticuerpos especificos se centraron en grupos de sujetos humanos con
elevada actividad de union en plasma a a-sinucleina, lo que sugiere niveles elevados de plasma de anticuerpos a-
sinucleina circulantes. Estos intentos no consiguieron producir linfocitos B de memoria humanos especificos de a-
sinucleina y los anticuerpos descritos en la presente invencién se aislaron de grupos de sujetos con baja reactividad
en plasma a a-sinucleina.

Gracias a esta medida, pudieron aislarse diversos anticuerpos. Los anticuerpos seleccionados se analizaron
adicionalmente para determinar la clase y subclase de cadena ligera. Los mensajes de anticuerpos pertinentes
seleccionados de cultivos de linfocitos B de memoria se transcriben entonces por RT-PCR, se clonan y se combinan
en vectores de expresion para la produccién recombinante; véase la publicacién del PCT N.° WO 2010/069603 A1.
Los anticuerpos anti-a-sinucleina humana ejemplares NI-202.12F4, NI-202.3G12, y NI-202.3D8 se describen en la
publicacion del PCT N.° WO 2010/069603 A1.

En la presente se describe el anticuerpo monoclonal humano NI-202.21D11. Se determind la expresion
recombinante de NI-202.21D11 en HEK293 o células CHO y la posterior caracterizacion de su especificidad de
union para a-sinucleina humana (Fig. 2A-B). Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién se refiere al
anticuerpo anti-a-sinucleina monoclonal humano aislado NI-202.21D11 y a fragmentos, derivados y variantes de
union al antigeno del mismo. La presente invencion también se dirige a una molécula de unién tal como un
anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo, donde el anticuerpo comprende una
VH con la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:20, y una VL con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:26, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de la misma. En una
realizacion, el anticuerpo NI-202.21D11, asi como variantes, fragmentos o derivados del mismo se caracterizan
como de unién especifica a a-sinucleina humana en comparacion con f-sinucleina humana y y-sinucleina humana, y
con a-sinucleina humana en comparacion con a-sinucleina murina. NI-202.21D11 preferentemente se une a a-
sinucleina en la forma oligomérica o agregada.

En una realizacion, la presente invencién se dirige a un anticuerpo anti-a-sinucleina, o a un fragmento, variante o
derivados de unién al antigeno del mismo, donde el anticuerpo se une especificamente al mismo epitopo de a-
sinucleina que el anticuerpo de referencia NI-202.21D11. Como se ilustra en los Ejemplos, el anticuerpo NI-
202.21D11 se une a truncamientos de a-sinucleina que contienen la region acida en el extremo C-terminal
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(aminoacidos 96-140) en un ensayo ELISA directo, p. €j., dentro de los aminoacidos 113 a 123 de la SEQ ID NO:1, y
especificamente se une a un epitopo dentro de los aminoacidos PVDPDNE (aminoacidos 117-123 de la
SEQ ID NO:1).

El anticuerpo NI-202.21D11 preferentemente se une a agregados de a-sinucleina o fibrillas sobre la forma
monomeérica de a-sinucleina como se muestra en el Ejemplo 2. Asimismo, el anticuerpo NI-202.21D11 se une a
formas patoldgicas de a-sinucleina en el cerebro, p. €j., agregados patoldgicos de a-sinucleina como se ejemplifica
mediante tincion inmunohistoquimica descrita en el Ejemplo 3. Por ende, la presente invencion proporciona un
nuevo anticuerpo anti-a-sinucleina humano util para fines terapéuticos y de diagndstico.

La presente invencion proporciona moléculas de unién, p. ej., anticuerpos y fragmentos, variantes o derivados de
union al antigeno de los mismos, que comprenden al menos seis regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de una region variable VH y VL de NI-202.21D11 que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos representadas en la Fig. 1. Las secuencias de nucleétidos correspondientes que codifican las regiones
variables identificadas anteriormente se exponen en el listado de secuencias adjunto. El conjunto de CDR de las
secuencias de aminoacidos anteriores de la region VH y/o VL como se representa en la Fig. 1 también se indica en
el listado de secuencias adjunto. Sin embargo, como se analiza a continuacion, el experto en la técnica es
consciente del hecho de que pueden usarse CDR adicionalmente o como alternativa, que difieren en su secuencia
de aminoacidos de las expuestas en la Fig. 1 por uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas aminoacidos. La VH del NI-
202.21D11 se representa mediante la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:15 y la secuencia de ADN
SEQ ID NO:19, y su forma corregida de acuerdo con la LG se representa como la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO:20 y la secuencia de ADN SEQ ID NO:21. La VL del NI-202.21D11 se representa mediante la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO:22 y la secuencia de ADN SEQ ID NO:28, y su forma corregida de acuerdo con la LG se
representa como la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:26 y la secuencia de ADN SEQ ID NO:27. Las
secuencias de aminoacidos de CDR de cadena pesada de VH-CDR1, VH-CDR2 y VH-CDRS3 estan representadas
por las SEQ ID NO16, SEQ ID NO:17, y SEQ ID NO:18, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de CDR
de cadena ligera de VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-CDR3 estan representadas por las SEQ ID NO23, SEQ ID NO:24, y
SEQ ID NO:25, respectivamente.

En una realizacion, una molécula de unién, p. ej., un anticuerpo o fragmento, variante o derivado de unién al
antigeno del mismo de la presente invencidn es uno cualquiera de los anticuerpos que comprenden una secuencia
de aminoacidos de la region VH y/o VL como se representa en la Fig. 1. De manera alternativa, el anticuerpo de la
presente invencion es una molécula de unién, p. ej., un anticuerpo o fragmento, variante o derivado de unioén al
antigeno del mismo que compite por la unidn a a-sinucleina con un anticuerpo que tiene una regién VH y/o VL como
se representa en la Fig. 1. Esos anticuerpos pueden ser humanos también, en particular para aplicaciones
terapéuticas. Como alternativa, el anticuerpo es un anticuerpo murino, murinizado y murino-humano quimérico, que
son particularmente utiles para procedimientos de diagndstico y estudios en animales.

Como se ha mencionado anteriormente, debido a su generacion tras una respuesta inmunitaria humana, el
anticuerpo monoclonal humano de la presente invencién reconocera epitopos que son de importancia fisioldgica
particular y que pueden no ser accesibles o menos inmunégenos en el caso de procesos de inmunizacién para la
generacién de, por ejemplo, anticuerpos monoclonales de ratén y en cribado in vitro de bancos de expresion en
fagos, respectivamente. En consecuencia, un epitopo de un anticuerpo anti-a-sinucleina humano de la presente
invencion puede ser unico. Por lo tanto, la presente invencion también se extiende, por lo general, a anticuerpos
anti-a-sinucleina y moléculas de unién a a-sinucleina que compiten con el anticuerpo monoclonal humano de la
presente invencidn para unién especifica a a-sinucleina. La presente invencion se dirige mas especificamente a una
molécula de unioén, p. €j., un anticuerpo o un fragmento, variante o derivados de unién al antigeno del mismo, donde
el anticuerpo se une especificamente al mismo epitopo de a-sinucleina que el anticuerpo de referencia NI-
202.21D11.

La competencia entre anticuerpos se puede determinar, por ejemplo, mediante un ensayo donde la inmunoglobulina
que se esta analizando inhibe la unién especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno comun, tal como a-
sinucleina. Se conocen varios tipos de ensayos de union competitiva, por ejemplo: radioinmunoensayo directo o
indirecto de fase sélida (RIA), inmunoensayo enzimatico directo o indirecto de fase solida (EIA), ensayo de
competicidon sandwich; véase Stahli y col., Methods in Enzymology 9 (1983), 242-253; EIA de biotina-avidina directo
de fase sélida; véase Kirkland y col., J. Immunol. 137 (1986), 3614-3619 y Cheung y col., Virology 176 (1990), 546-
552; ensayo etiquetado directo de fase solida, ensayo de tipo sandwich etiquetado directo de fase sélida; véase
Harlow y Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1988); RIA etiquetado directo de fase
sélida usando la etiqueta 1'%%; véase Morel y col, Molec. Immunol. 25 (1988), 7-15 y Moldenhauer y col., Scand. J.
Immunol. 32 (1990), 77-82. Normalmente, tal ensayo implica el uso de a-sinucleina purificada o agregados de la
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misma unidos a una superficie sélida o células portadoras de cualquiera de estos, una inmunoglobulina de ensayo
no etiquetada y una inmunoglobulina de referencia etiquetada, es decir, un anticuerpo monoclonal humano de la
presente invencion. La inhibicion competitiva se mide mediante la determinacion de la cantidad de etiqueta unida a
la superficie sdlida o células en presencia de la inmunoglobulina de ensayo. Normalmente, la inmunoglobulina de
ensayo esta presente en exceso. Un ensayo de union competitiva se puede llevar a cabo en las condiciones que se
describen para el ensayo ELISA en los Ejemplos adjuntos. Los anticuerpos identificados por el ensayo de
competiciéon (anticuerpos competitivos) incluyen anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo de
referencia y anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente lo suficientemente cercano al epitopo unido por el
anticuerpo de referencia para que tenga lugar el impedimento estérico. Normalmente, cuando un anticuerpo de
competiciéon esta presente en exceso, inhibira la union especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno
comun en al menos el 50 % o el 75 %. Por lo tanto, la presente invencion ademas esta dirigida a una molécula de
unioén, p. ej., un anticuerpo o fragmento, variante o derivados de union al antigeno del mismo, donde el anticuerpo
inhibe de manera competitiva el anticuerpo de referencia NI-202.22G11 para que no se una a a-sinucleina.

También se describe una molécula de uniéon aislada, p. €j., un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo que se une especificamente a a-sinucleina humana, que comprende una secuencia de aminoacidos de
region variable (VH) de cadena pesada de inmunoglobulina al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idéntica a la
SEQ ID NO:15 0 SEQ ID NO:20.

También se describe una molécula de unién aislada, p. €j., un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo que se une especificamente a a-sinucleina humana, que comprende una secuencia de aminoacidos de VH
idéntica o idéntica a excepcion de uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones de aminoacidos a las
SEQ ID NO:15 0 SEQ ID NO:20.

También se describe una molécula de union aislada, p. e€j., un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo que se une especificamente a a-sinucleina humana, que comprende una secuencia de aminoéacidos de
region variable (VL) de cadena ligera de inmunoglobulina al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idéntica a la
SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:26.

Algunas realizaciones describen una molécula de unidn aislada, p. €j., un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo que se une especificamente a a-sinucleina humana, que comprende una secuencia de
aminoacidos de VL idéntica o idéntica a excepcion de uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas sustituciones de
aminoacidos a las SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:26.

En otras realizaciones, un anticuerpo aislado o fragmento de uni6n al antigeno del mismo que se une
especificamente a a-sinucleina humana comprende, estd compuesto esencialmente por, o estd compuesto por
secuencias de aminoacidos de VH y VL al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idénticas a: (a) SEQ ID NO:15 y
SEQ ID NO:22, respectivamente, (b) SEQID NO:15 y SEQ ID NO:26, respectivamente, (c) SEQ ID NO:20 y
SEQ ID NO:22, respectivamente, (d) SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:26, respectivamente.

Una inmunoglobulina o su ADNc codificante se puede modificar adicionalmente. Por lo tanto, en una realizacion
adicional el procedimiento de la presente invencion comprende una cualquiera de la etapa o etapas de producir un
anticuerpo quimérico, anticuerpo murinizado, anticuerpo monocatenario, fragmento Fab, anticuerpo biespecifico,
anticuerpo de fusidn, anticuerpo etiquetado o un analogo de cualquiera de estos. Los procedimientos
correspondientes son conocidos para los expertos en la técnica y se describen, p. ej., en Harlow and Lane
"Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor (1988). Cuando los derivados de dichos
anticuerpos se obtienen mediante la técnica de expresiéon en fagos, se puede usar la resonancia de plasmoén
superficial, como se emplea en el sistema BlAcore, para aumentar la eficacia de los anticuerpos en fagos que se
unen al mismo epitopo que el de cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente documento (Schier, Human
Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13). La produccion de
anticuerpos quimeéricos se describe, por ejemplo, en la solicitud internacional WO89/09622. Los procedimientos para
la produccion de anticuerpos humanizados se describen en, p. €j., la solicitud europea EP-A1 0 239 400 y en la
solicitud internacional WO90/07861. Una fuente adicional de anticuerpos a utilizar de acuerdo con la presente
invenciéon son los anticuerpos denominados xenogénicos. El principio general para la produccion de anticuerpos
xenogénicos tales como anticuerpos de tipo humano en ratones, se describe en, p. €]., las solicitudes internacionales
WO091/10741, WO94/02602, WO96/34096 y WO 96/33735. Como se ha descrito anteriormente, el anticuerpo de la
invencion puede existir en una diversidad de formas ademas de anticuerpos completos; incluyendo, p. €j., Fv, Fab y
F(ab)2, asi como en cadenas sencillas; tales como scFvs; véase, p. €j., la solicitud internacional WO88/09344.

Los anticuerpos de la presente invencion o su cadena o cadenas de inmunoglobulina correspondientes se pueden
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modificar adicionalmente usando técnicas convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo, usando una o mas
eliminaciones, inserciones, sustituciones, adiciones y/o recombinaciones de aminoacidos, y/o cualesquiera otras
modificaciones conocidas en la técnica en solitario o combinadas. Los procedimientos para introducir dichas
modificaciones en la secuencia de ADN subyacente a la secuencia de aminoacidos de una cadena de
inmunoglobulina son muy conocidos para el experto en la técnica; véase, p. ej., Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. yAusubel, Current Protocols in Molecular Biology,
Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1994). Las modificaciones del anticuerpo de la invencion
incluyen derivatizaciones quimicas y/o enzimaticas en uno o mas aminoacidos constitutivos, incluyendo
modificaciones de cadena lateral, modificaciones de esqueleto, y modificaciones en el extremo N y C-terminal,
incluyendo acetilacién, hidroxilaciéon, metilacion, amidacién, y la unién de restos carbohidrato o lipido, cofactores, y
similares. Asimismo, la presente invencion incluye la producciéon de proteinas quiméricas que comprenden el
anticuerpo descrito o algun fragmento del mismo en el extremo amino fusionado a la molécula heteréloga, tal como
un ligando inmunoestimulador en el extremo carboxilo; véase, p. €j., la solicitud internacional, WO00/30680 para los
detalles técnicos correspondientes.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a cualquier molécula de unién, p. ej., un anticuerpo o fragmento de
union del mismo que, tal y como se caracteriza en las reivindicaciones, esta orientado hacia los anticuerpos anti-a-
sinucleina humanos de la presente invencion y presentan las propiedades mencionadas, es decir, que reconocen
especificamente a-sinucleina. Dichos anticuerpos y moléculas de unidn se pueden someter a ensayo para
determinar su especificidad y afinidad de unién mediante ELISA y Western Blot e inmunohistoquimica, como se
describe en el presente documento, véanse, p. ej., los Ejemplos. Asimismo, los resultados preliminares de
experimentos posteriores realizados de acuerdo con la presente invencién mostraron que el anticuerpo anti-a-
sinucleina humano de la presente invencion, en particular el anticuerpo NI-202.21D11, reconoce cuerpos de
inclusion de a-sinucleina presentes en secciones del cerebro humano de pacientes que padecieron demencia con
cuerpos de Lewy (DCL) o enfermedad de Parkinson (EP). Por lo tanto, en una realizaciéon de la presente invencion,
el anticuerpo humano o fragmento, derivado o variante de unién del mismo reconoce a-sinucleina en secciones de
cerebro humano con DCL o EP (véase, p. €j., Fig. 4c).

Los linfocitos B inmortalizados o linfocitos B de memoria se pueden usar como una fuente de loci de cadena pesada
y cadena ligera reorganizados para expresion posterior y/o la manipulacion genética. Los genes de anticuerpo
reorganizados se pueden transcribir de manea inversa a partir de ARNm apropiados para producir ADNc. Si se
desea, la regién constante de cadena pesada se puede intercambiar por la de un isotipo diferente o se puede
eliminar en su totalidad. Las secuencias de nucleétidos se pueden modificar para eliminar motivos no deseados
(tales como sitios de splicing o sitios de restriccion), y el uso de codones se puede optimizar para la célula en la cual
se ha de expresar el anticuerpo o fragmento del mismo. Asimismo, se pueden formar una o mas mutaciones que
alteran aminoacidos en las regiones variables, p. €j., para aumentar la afinidad o mejorar la estabilidad. Las regiones
variables se pueden unir para codificar regiones Fv monocatenarias. Se pueden unir multiples regiones Fv para
conferir capacidad de unién a mas de una diana o se pueden emplear combinaciones de cadena pesada y ligera
quiméricas. Una vez que se encuentra disponible el material genético, el disefio de analogos como se ha descrito
anteriormente que conserven ambos su capacidad para unirse a la diana deseada es sencillo. Los procedimientos
para clonar las regiones variables del anticuerpo y la generacién de anticuerpos recombinantes son conocidos para
el experto en la técnica y se describen, p. ej., en Gilliland y col., Tissue Antigens 47 (1996), 1-20;Doenecke y col.,
Leukemia 11 (1997), 1787-1792.

Una vez que se obtiene el material genético apropiado, y si se desea, se modifica para codificar un analogo, las
secuencias codificantes, incluidas las que codifican, en un minimo, las regiones variables de cadena pesada vy ligera,
se pueden insertar en sistemas de expresion contenidos en vectores que se pueden transfectar en células huésped
recombinantes estandar. Se pueden utilizar varias de dichas células huésped para un procesamiento eficaz. Las
lineas celulares de mamifero tipicas utiles para este fin incluyen, sin limitacién, células CHO, células HEK 293 o
células NSO.

La produccion del anticuerpo o analogo se asume entonces mediante el cultivo del huésped recombinante
modificado en condiciones de cultivo apropiadas para el crecimiento de las células huésped y la expresion de las
secuencias codificantes. Después, se recuperan los anticuerpos mediante su aislamiento del cultivo. Los sistemas
de expresion se pueden disefar para incluir péptidos sefial de manera que los anticuerpos resultantes se segreguen
en el medio; sin embargo, también es posible la produccién intracelular.

De acuerdo con lo antedicho, la presente invencidon también se refiere a un polinucleétido que codifica el anticuerpo

0 regiones variables de cadena pesada o cadena ligera o variantes correspondientes, de una cadena de
inmunoglobulina de los anticuerpos anti-a-sinucleina descritos anteriormente.
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El experto en la técnica sabe que la afinidad de unién se puede potenciar haciendo sustituciones de aminoacidos
dentro de las CDR o dentro de los bucles hipervariables (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196 (1987), 901-917) que se
solapan parcialmente con las CDR como se define por Kabat; véase, p. €j., Riechmann, y col, Nature 332 (1988),
323-327. Las moléculas de unién, p. €j., anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los
mismos de la invencién, como las conocen los expertos en la técnica, pueden comprender una regiéon constante que
media una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, la union del componente C1 del complemento a una region
constante del anticuerpo puede activar el sistema de complemento. La activacion del complemento es importante en
la opsonizacién y la lisis de patégenos celulares. La activacion del complemento estimula también la respuesta
inflamatoria y puede estar implicada también en la hipersensibilidad autoinmune. Ademas, los anticuerpos se unen a
receptores en diversas células mediante la region Fc, con un sitio de unién al receptor Fc en la region Fc del
anticuerpo que se une a un receptor Fc (FCR) en una célula. Existen varios receptores Fc que son especificos para
diferentes clases de anticuerpos, incluyendo IgG (receptores gamma), IgE (receptores épsilon), IgA (receptores alfa)
e IgM (receptores mu). La union del anticuerpo a los receptores Fc sobre las superficies celulares desencadena una
cantidad de respuestas bioldgicas importantes y diversas que incluyen la inmersién y destruccion de particulas
recubiertas por anticuerpos, depuracién de complejos inmunes, lisis de células diana recubiertas por anticuerpos
mediante células asesinas (denominado citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos, o ADCC,
por su sigla en inglés), liberacion de mediadores inflamatorios, transferencia de placenta y control de produccion de
inmunoglobulina.

Por consiguiente, ciertas realizaciones de la presente invencién incluyen un anticuerpo, o fragmento, variante o
derivado de union al antigeno del mismo, donde al menos una fraccién de uno o mas dominios de regiones
constantes se ha eliminado o alterado de otro modo para proporcionar las caracteristicas bioquimicas deseadas,
tales como funciones efectoras reducidas, la capacidad de dimerizar de forma no covalente, la capacidad
aumentada de ubicar en el sitio de agregacién y deposicion de a-sinucleina, una semivida sérica reducida, o una
semivida sérica aumentada en comparaciéon con un anticuerpo sin alteracion completo de aproximadamente la
misma inmunogenicidad. Por ejemplo, ciertos anticuerpos para uso en los procedimientos de diagnédstico y
tratamiento descritos en el presente documento son anticuerpos con dominios eliminados que comprenden una
cadena de polipéptidos similar a una cadena pesada de inmunoglobulina, pero que carecen de al menos una porcion
de uno o0 mas dominios de cadena pesada. Por ejemplo, en ciertos anticuerpos, se eliminara un dominio completo de
la region constante del anticuerpo modificado, por ejemplo, se eliminara todo o parte del dominio CH2. En otras
realizaciones, ciertos anticuerpos para uso en los procedimientos de diagnéstico y tratamiento descritos en el
presente documento tienen una region constante, p. €j., una region constante de cadena pesada de IgG, que se
altera para eliminar glucosilacion, denominados en otras partes de la presente anticuerpos «aglucosilados» o «agly».
Dichos anticuerpos «agly» se pueden preparar enzimaticamente, asi como modificando el uno o mas sitios de
glucosilacion de consenso en la region constante. Sin desear cefiirse a la teoria, se cree que los anticuerpos «agly»
pueden tener un perfil de seguridad y estabilidad mejorado in vivo.Los procedimientos para producir anticuerpos
aglucosilados, que tienen la funcion efectora deseada se encuentran, por ejemplo, en la solicitud internacional
W02005/018572.

En ciertos anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos descritos en el
presente documento, la porcion Fc se puede mutar para disminuir la funcién efectora usando técnicas conocidas en
la técnica. Por ejemplo, la eliminacién o inactivacion (a través de mutaciones puntuales u otros medios) de un
dominio de regidon constante puede reducir la union del receptor Fc del anticuerpo modificado circulante,
aumentando asi la localizacion de a-sinucleina. En otros casos, las modificaciones de region constante conformes a
la presente invencién moderan la unién al complemento vy, por lo tanto, reducen la semivida sérica y la asociacion no
especifica de una citotoxina conjugada. Aun otras modificaciones de la regiéon constante se pueden usar para
modificar enlaces de disulfuro o restos oligosacaridos que permiten la localizacién potenciada gracias al aumento de
la especificidad del antigeno o a la flexibilidad del anticuerpo. El perfil fisioldgico, la biodisponibilidad y otros efectos
bioquimicos resultantes de las modificaciones, tales como localizacidon de a-sinucleina, biodistribucion y semivida
sérica, pueden medirse y cuantificarse facilmente usando técnicas inmunolégicas bien conocidas sin
experimentacion indebida.

En ciertos anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de union al antigeno de los mismos descritos en el
presente documento, la porcién Fc se puede mutar o intercambiar por secuencias de proteina alternativas para
aumentar la absorcién celular de anticuerpos a modo de ejemplo potenciando la endocitosis mediada por receptores
de anticuerpos a través de los receptores Fcy, LRP, o receptores Thy1l o mediante «Tecnologia del
superanticuerpo», que se dice permite que los anticuerpos se trasladen a células vivas sin dafarlas (Expert Opin.
Biol. Ther. (2005), 237-241). Por ejemplo, la generacion de proteinas de fusién de la regién de unién al anticuerpo y
los ligandos de proteinas cognados de los receptores de superficie celular o anticuerpos bi o multiespecificos con
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una secuencia especifica que se une a a-sinucleina, asi como un receptor de superficie celular, se puede modificar
usando técnicas conocidas en la técnica.

En determinados anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos descritos en
el presente documento, la porcidon Fc se puede mutar o intercambiar por las secuencias de proteina alternativas o el
anticuerpo se puede modificar quimicamente para aumentar su penetracion de barrera hematoencefalica.

Las formas modificadas de anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de
la invencion se pueden realizar a partir de anticuerpos precursores o parentales completos usando técnicas
conocidas en la técnica. Las técnicas ejemplares se analizan en mas detalle en el presente documento. Los
anticuerpos, o fragmentos, variantes, derivados de union al antigeno de los mismos de la invencion se pueden
realizar o fabricar usando técnicas que se conocen en la técnica. En ciertas realizaciones, las moléculas de
anticuerpo o fragmentos de las mismas se «producen de forma recombinante», es decir, se producen usando
tecnologia de ADN recombinante. Las técnicas ejemplares para realizar moléculas de anticuerpo o fragmentos de
las mismas se analizan en mas detalle en otras partes del presente documento.

Los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de la invencion también
incluyen derivados que se modifican, p. €., mediante la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo
de tal forma que la unién covalente no evite que el anticuerpo se una especificamente a su epitopo cognado. Por
ejemplo, pero sin caracter restrictivo, los derivados de anticuerpos incluyen anticuerpos que se han modificado, p.
ej., mediante glucosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacién, amidacién, derivatizacion mediante grupos de
proteccién/bloqueo conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando celular u otra proteina, etc. Se pueden
realizar cualquiera de una cantidad de modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas que incluyen, pero sin
limitacion, escision quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc.
Adicionalmente, el derivado puede contener uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de
la invencién no provocaran una respuesta inmunitaria perjudicial en el animal a tratar,p. ej., en un ser humano. En
ciertas realizaciones, las moléculas de union, p. €j., anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos de
la invencion, se derivan de un paciente, p. €j., un paciente humano, y se usan posteriormente en las mismas
especies de las que se derivan, p. ej., humanos, aliviando o minimizando la aparicién de respuestas inmunitarias
perjudiciales.

La desinmunizacion se puede utilizar también para disminuir la inmunogenicidad de un anticuerpo. Como se usa en
el presente documento, el término «desinmunizacién» incluye la alteracion de un anticuerpo para modificar epitopos
de linfocitos T; véanse, p. €j., las solicitudes internacionales W098/52976 y WO00/34317. Por ejemplo, se analizan
las secuencias VH y VL del anticuerpo de partida y un «mapa» del epitopo de linfocitos T humanos de cada region V
que muestra la ubicacioén de los epitopos en relacidon con las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y
otros residuos clave dentro de la secuencia. Se analizan los epitopos de linfocitos T individuales del mapa de
epitopos de linfocitos T para identificar las sustituciones de aminoacidos alternativas con un bajo riesgo de alterar la
actividad del anticuerpo final. Se disefia un intervalo de secuencias de VH y VL alternativas que comprenden
combinaciones de sustituciones de aminoacidos y estas secuencias se incorporan posteriormente en un intervalo de
polipéptidos de union, p. ej., anticuerpos especificos de a-sinucleina o fragmentos inmunoespecificos de los mismos
para uso en los procedimientos de diagnéstico y tratamiento descritos en la presente, que a continuacion se analizan
para determinar su funcion. Normalmente, se generan y se ensayan entre 12 y 24 variantes de anticuerpos.
Posteriormente, se clonan genes completos de cadena pesada y ligera que comprenden regiones modificadas V y
humanas C en vectores de expresion y los plasmidos posteriores se introducen en lineas celulares para la
produccién de anticuerpos completos. Después, los anticuerpos se comparan en ensayos bioquimicos y biolégicos
apropiados, y se identifica la variante optima.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales usando una amplia variedad de técnicas conocidas en la técnica, que
incluyen el uso de tecnologias de hibridomas, recombinantes, y de expresién en fagos, o una combinacion de las
mismas. Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos monoclonales usando técnicas de hibridomas, incluyendo las
conocidas en la técnica y descritas, por ejemplo, en Harlow y col., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 22 ed. (1988);Hammerling y col., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas
Elsevier, N.Y., 563-681 (1981). El término «anticuerpo monoclonal», como se usa en el presente documento, no se
limita a los anticuerpos producidos a través de tecnologia de hibridomas. El término «anticuerpo monoclonal» se
refiere a un anticuerpo que se deriva de un Unico clon, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota o de fagos, y
no al procedimiento mediante el cual se produce. Por lo tanto, el término «anticuerpo monoclonal» no se limita a los
anticuerpos producidos a través de la tecnologia de hibridomas. En determinadas realizaciones, los anticuerpos de
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la presente invencion se derivan de linfocitos B humanos que se han inmortalizado a través de transformacién con
virus Epstein-Barr, como se describe en el presente documento.

En el proceso de hibridomas bien conocido (Kohler y col., Nature 256 (1975), 495), los linfocitos de vida
relativamente corta o mortales de un mamifero, p. ej., linfocitos B derivados de un sujeto humano como se describe
en el presente documento, se fusionan con una linea celular de tumor inmortal (p. €j., una linea celular de mieloma),
produciendo de este modo células hibridas o «hibridomas» que son tanto inmortales como capaces de producir el
anticuerpo codificado genéticamente del linfocito B. Los hibridos resultantes se segregan en cepas genéticas
sencillas por seleccién, dilucién y recrecimiento con cada cepa individual que comprende genes especificos para la
formacion de un anticuerpo individual. Producen anticuerpos que son homogéneos contra un antigeno deseado v,
con referencia a su parentesco genético puro, se denominan «monoclonales».

Las células de hibridomas preparadas de esta manera se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado
que puede contener una o0 mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma
parentales no fusionadas. Los expertos en la técnica apreciaran que los reactivos, las lineas celulares y los medios
para la formacién, seleccion y el crecimiento de hibridomas estan disponibles comercialmente a partir de una
cantidad de fuentes y se establecen protocolos estandar. Generalmente, el medio de cultivo donde estén creciendo
las células de hibridomas se analiza para determinar la produccién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
antigeno deseado. La especificidad de union de los anticuerpos monoclonales producidos por células de hibridomas
se determina por ensayos in vitro, tales como inmunoprecipitacion, radioinmunoensayo (RIA) o ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) como se describe en el presente documento. Después de que se
identifican las células de hibridomas que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad deseada,
los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucidon limitantes y cultivar mediante los
procedimientos estandar; véase, p. ej., Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press,
pag. 59-103 (1986). Adicionalmente se apreciara que los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se
pueden separar del medio de cultivo, fluido de ascitis o suero mediante procedimientos de purificacion
convencionales tales como, por ejemplo, proteina A, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o
cromatografia de afinidad.

En otra realizacion, los linfocitos se pueden seleccionar por micromanipulacion y los genes variables se aislan. Por
ejemplo, las células mononucleares de sangre periférica se pueden aislar a partir de un mamifero inmunizado o
naturalmente inmune, p. ej., un ser humano, y cultivar durante aproximadamente 7 dias in vitro. Los cultivos se
pueden cribar para las IgG especificas que cumplan con los criterios de cribado. Las células de pocillos positivos se
pueden aislar. Los linfocitos B productores de |g individuales se pueden aislar por FACS o identificandolos en un
ensayo de placa hemolitica mediada por complemento. Los linfocitos B que producen Ig se pueden micromanipular
en un tubo y los genes VH y VL se pueden amplificar utilizando, p. ej., RT-PCR. Los genes VH y VL pueden clonarse
en un vector de expresion de anticuerpos y transfectarse en células (p. €j., células eucariotas o procariotas) para su
expresion.

Como alternativa, las lineas celulares que producen anticuerpos pueden seleccionarse y cultivarse utilizando
técnicas bien conocidas por el experto en la practica. Dichas técnicas se describen en una diversidad de manuales
de laboratorio y publicaciones primarias. A este respecto, las técnicas adecuadas para su uso en la invencién como
se describe a continuacion se describen en Current Protocols in Immunology, Coligan y col., Eds., Green Publishing
Associates and Wiley-Interscience, John Wiley and Sons, Nueva York (1991).

Los fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos se pueden generar mediante técnicas conocidas.
Por ejemplo, los fragmentos Fab y F(ab'), se pueden producir de forma recombinante o mediante escision
proteolitica de moléculas de inmunoglobulina, usando enzimas, tales como papaina (para producir fragmentos Fab)
o pepsina (para producir fragmentos F(ab'),). Los fragmentos F(ab'), contienen la regién variable, la regiéon constante
de cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada. Dichos fragmentos son suficientes para su uso, por
ejemplo, en procedimientos de inmunodiagnéstico que implican acoplar las porciones inmunoespecificas de
inmunoglobulinas a reactivos de deteccion tales como radiois6topos.

Los anticuerpos completamente humanos, como se describen en el presente documento, se desean particularmente
para tratamiento terapéutico de pacientes humanos. Los anticuerpos humanos de la presente invencion se aislan, p.
ej., de sujetos humanos de edad avanzada quienes dada su edad, se sospecha que corren el riesgo de desarrollar
un trastorno, p. ej., enfermedad de Parkinson, o de un paciente con el trastorno pero con un transcurso de la
enfermedad inusualmente estable. Sin embargo, aunque es prudente esperar que los sujetos de edad avanzada,
sanos y sin sintomas, respectivamente, hayan desarrollado anticuerpos anti-a-sinucleina protectores mas
regularmente que los sujetos mas jévenes, estos Ultimos se pueden usar como fuente para obtener un anticuerpo
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humano de la presente invencion. Esto es particularmente cierto para los pacientes mas jovenes que tienen
predisposicion para desarrollar una forma familiar de una enfermedad sinucleinopatica, pero que permanecen sin
sintomas dado que su sistema inmunitario y respuesta inmunitaria funcionan mas eficientemente que en los adultos
mayores.

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden producir mediante cualquier procedimiento conocido en la
técnica para la sintesis de anticuerpos, en particular, mediante sintesis quimica o mediante técnicas de expresiéon
recombinante como se describe en el presente documento.

En una realizacion, un anticuerpo o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo de la invencion
comprende una region constante sintética donde uno o mas dominios se eliminan parcial o completamente
(«anticuerpos con dominios eliminados»). En ciertas realizaciones, los anticuerpos modificados compatibles
comprenderan constructos con dominios eliminados o variantes donde el dominio CH2 entero se ha eliminado
(constructos ACH2). Para otras realizaciones, un péptido conector corto puede sustituir el dominio eliminado para
proporcionar flexibilidad y libertad de movimiento a la regién variable. Los constructos con dominios eliminados
pueden derivarse usando un vector que codifica un dominio constante humano de 1gG+1, véanse, p. €]., las solicitudes
internacionales WO02/060955 y WO02/096948A2. Este vector esta modificado para eliminar el dominio CH2 y para
proporcionar un vector sintético que exprese una regién contante de IgG1 con dominio eliminado.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de union al antigeno de los mismos de
la presente invencién son minicuerpos. Los minicuerpos se pueden realizar utilizando procedimientos descritos en la
técnica, véanse, p. €j., la patente de EE. UU. N.° 5.837.821 o la solicitud internacional WO 94/09817.

En una realizacion, un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo de la invencion
comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que tiene eliminacién o sustitucion de algunos o incluso un
unico aminoacido siempre y cuando permita la asociacion entre las subunidades monoméricas. Por ejemplo, la
mutacion de un unico aminoacido en areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser suficiente como para reducir
sustancialmente la unién de Fc y aumentar de este modo la ubicacion de a-sinucleina. De manera similar, se pueden
eliminar uno o0 mas dominios de regién constante que controlan la funcion efectora (p. €j., uniéon al complemento).
Dichas eliminaciones parciales de las regiones constantes pueden mejorar caracteristicas seleccionadas del
anticuerpo (semivida sérica) mientras dejan intactas otras funciones deseables asociadas con el dominio de la
regién constante objeto. Ademas, como se ha mencionado anteriormente, las regiones constantes de los
anticuerpos descritos pueden ser sintéticas a través de la mutacion o sustitucion de uno o mas aminoacidos que
mejoran el perfil del constructo resultante. En este sentido, puede ser posible interrumpir la actividad proporcionada
por un sitio de unién conservado (p. €j., union de Fc) mientras se mantienen de manera sustancial la configuracion y
el perfil inmundgeno del anticuerpo modificado. Incluso otras realizaciones comprenden la adicion de uno o mas
aminoacidos a la region constante para mejorar las caracteristicas deseables, tales como la funcién efectora, o
proporcionar mas unién de citotoxinas o carbohidratos. En dichas realizaciones, puede ser deseable insertar o
replicar secuencias especificas derivadas de dominios de regidn constante seleccionados.

La presente invencion también proporciona anticuerpos que comprenden, estan compuestos esencialmente por, o
estan compuestos por variantes (incluyendo derivados) de moléculas de anticuerpo (p. €j., las regiones VH y/o las
regiones VL) descritas en el presente documento, cuyos anticuerpos o fragmentos de los mismos se unen de
manera inmunoespecifica a a-sinucleina. Las técnicas estandar conocidas para los expertos en la técnica se pueden
utilizar para introducir mutaciones en la secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo, incluyendo, sin caracter
restrictivo, mutagénesis dirigida a sitio y mutagénesis mediada por PCR, las cuales dan como resultado sustituciones
de aminoacidos. Las variantes (incluyendo derivados) pueden codificar menos de 50 sustituciones de aminoacidos,
menos de 40 sustituciones de aminoacidos, menos de 30 sustituciones de aminoacidos, menos de 25 sustituciones
de aminoacidos, menos de 20 sustituciones de aminoacidos, menos de 15 sustituciones de aminoacidos, menos de
10 sustituciones de aminoacidos, menos de 5 sustituciones de aminoacidos, menos de 4 sustituciones de
aminoacidos, menos de 3 sustituciones de aminoacidos, o menos de 2 sustituciones de aminoacidos respecto de la
region VH de referencia. Una «sustitucion de aminoacido conservadora» es aquella donde el residuo de aminoacido
se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral con una carga similar. Las familias de
residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con cargas similares han sido definidas en la técnica. Estas
familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (p. e€j., treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. ej., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Como alternativa, se
pueden introducir mutaciones de forma aleatoria a lo largo de la totalidad o parte de la secuencia codificante, tal
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como mediante mutagénesis por saturacion, y los mutantes resultantes se pueden cribar para determinar actividad
bioldgica con el fin de identificar mutantes que retienen actividad (p. €j., la capacidad de unirse a a-sinucleina).

Por ejemplo, es posible introducir mutaciones Unicamente en regiones de marco de una molécula de anticuerpo. Las
mutaciones introducidas pueden ser mutaciones sin sentido silenciosas o neutras, p. €j., no tienen efecto o tienen
poco efecto sobre la capacidad de un anticuerpo para unirse a un antigeno, de hecho algunas de estas mutaciones
no alteran la secuencia de aminoacidos en absoluto. Estos tipos de mutaciones pueden ser utiles para optimizar el
uso de codones, o mejorar la produccion de anticuerpos de un hibridoma. Las regiones codificantes optimizadas por
codones que codifican anticuerpos de la presente invenciéon se describen en otras partes del presente documento.
Como alternativa, las mutaciones sin sentido no neutras pueden alterar la capacidad de un anticuerpo para unirse al
antigeno. Es probable que la ubicacion de la mayoria de las mutaciones sin sentido silenciosas y neutras sea en las
regiones marco, mientras que es probable que la ubicacién de la mayoria de las mutaciones sin sentido no neutras
sea en CDR, si bien esto no constituye un requisito absoluto. Un experto en la técnica seria capaz de disefiar y
analizar moléculas mutantes con propiedades deseadas tal como actividad de unién al antigeno sin alteracion, o
alteracion en la actividad de unién (p. ej., mejoras en la actividad de unién al antigeno o cambio en la especificidad
del anticuerpo). Después de la mutagénesis, la proteina codificada puede expresarse de forma rutinaria y la
actividad funcional y/o bioldgica de la proteina codificada (p. ej., capacidad de unirse inmunoespecificamente a al
menos un epitopo de a-sinucleina) se puede determinar usando técnicas descritas en el presente documento o
mediante técnicas de modificacion rutinaria conocidas en la técnica.

lll. Polinucleétidos que codifican anticuerpos

Un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o un fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo
puede estar compuesto por cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no
modificado o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o un fragmento,
variante o derivado de union al antigeno del mismo puede estar compuesto por ADN monocatenario o bicatenario,
ADN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, ARN monocatenario y bicatenario, y ARN que
es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que
pueden ser monocatenarios o, mas normalmente, bicatenarios, o una mezcla de regiones monocatenarias y
bicatenarias. Ademas, un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o un fragmento, variante o derivado de unién al
antigeno del mismo, puede estar compuesto por regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN
como ADN. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del
mismo también puede contener una o mas bases modificadas o esqueletos de ADN o ARN modificados para
determinar la estabilidad o por otras razones. Las bases «modificadas» incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y
bases inusuales tales como inosina. Se puede hacer una diversidad de modificaciones a ADN y ARN; por lo tanto,
«polinucledtido» incluye formas modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente.

Un polinucleétido aislado que codifica una variante no natural de un polipéptido que proviene de una
inmunoglobulina (p. €j., una porciéon de cadena pesada o una porcidon de cadena ligera de inmunoglobulina) se
puede crear introduciendo una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucledtidos en la secuencia de
nucleétidos de la inmunoglobulina de tal forma que una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos se introduzcan en la proteina codificada. Las mutaciones se pueden introducir mediante técnicas
estandar, tales como la mutagénesis dirigida a sitio y la mutagénesis mediada por PCR. Se pueden hacer
sustituciones de aminoacidos conservadoras en uno o mas residuos de aminoacidos no esenciales.

Como es bien sabido, el ARN se puede aislar de los linfocitos B originales, células de hibridomas o de otras células
transformadas por técnicas estandar, tales como extraccion de isotiocianato de guanidinio y precipitacion seguida de
centrifugacién o cromatografia. Cuando sea deseable, el ARNm se puede aislar del ARN total mediante técnicas
estandar tal como cromatografia en oligo dT celulosa. Las técnicas adecuadas son conocidas en la técnica. En una
realizacién, se pueden hacer ADNc que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo, ya sea
simultdneamente o por separado, utilizando transcriptasa inversa y ADN polimerasa de acuerdo con procedimientos
muy conocidos. El analisis por PCR se puede iniciar por cebadores de region constante de consenso o por
cebadores mas especificos basados en el ADN de cadena pesada y ligera y las secuencias de aminoacidos
publicados. Como se ha analizado anteriormente, el analisis por PCR también se puede usar para aislar clones de
ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de anticuerpos. En este caso es posible cribar los bancos mediante
cebadores de consenso o sondas homoélogas més grandes, tales como sondas de region constante humanas.

El ADN, normalmente ADN plasmidico, se puede aislar de las células usando técnicas conocidas en la técnica, se

puede mapear por restriccion y secuenciarse de acuerdo con técnicas estandar, bien conocidas, expuestas en
detalle, p. €j., en las referencias anteriores con respecto a las técnicas de ADN recombinante. Por supuesto, el ADN
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puede ser sintético de acuerdo con la presente invencién en cualquier punto durante el proceso de aislamiento o el
analisis posterior.

Una realizacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende, estd compuesto esencialmente por, o esta
compuesto por un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada
(VH) de inmunoglobulina al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idéntica a las SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:20.

Otra realizacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende, estd compuesto esencialmente por, o esta
compuesto por un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de VH idéntica a, o idéntica a
excepcion de una, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones de aminoacidos respecto de las SEQ ID NO:15 o
SEQ ID NO:20.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que comprende, esta compuesto
esencialmente por, o esta compuesto por un acido nucleico que codifica una regién variable de cadena pesada (VH)
de inmunoglobulina en la cual las regiones VH-CDR1, VH-CDR2, y VH-CDR3 tienen secuencias polipeptidicas que
son idénticas a los grupos VH-CDR1, VH-CDR2, y VH-CDRS3 representados por las SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
y SEQ ID NO:18, respectivamente, como se muestra en la Fig. 1.

Una realizacién adicional proporciona una molécula de union aislada, p. €j., un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno que comprende la VH codificada por el polinucledtido que se une especifica o preferentemente a a-
sinucleina humana.

Otra realizacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende, esta compuesto esencialmente por, o esta
compuesto por un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena ligera
(VL) de inmunoglobulina al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idéntica a las SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:26.

Una realizacion adicional proporciona un polinucleétido aislado que comprende, esta compuesto esencialmente por,
0 esta compuesto por un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de VL idéntica a, o idéntica a
excepcion de una, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones de aminoacidos respecto de las SEQ ID NO:22 o
SEQ ID NO:26.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende, esta compuesto
esencialmente por, o esta compuesto por un acido nucleico que codifica una region variable de cadena ligera (VL)
de inmunoglobulina en la cual las regiones VL-CDR1, VL-CDR2, y VL-CDR3 tienen secuencias polipeptidicas que
son idénticas a los grupos VH-CDR1, VH-CDR2, y VH-CDRS representados por las SEQ ID NO16, SEQ ID NO:17, y
SEQ ID NO:18, respectivamente, como se muestra en la Fig. 1.

Una realizacién adicional proporciona una molécula de unién aislada, p. €j., un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno que comprende la VL codificada por el polinucleétido que se une especifica o preferentemente a a-
sinucleina humana.

Como es sabido en la técnica, «identidad de secuencia» entre dos polipéptidos o dos polinucleétidos se determina
por la comparacion de la secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos de un polipéptido o polinucleétido con la
secuencia de un segundo polipéptido o polinucleétido. De acuerdo con lo que se explica en el presente documento,
que un polipéptido particular sea al menos 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o
95 % idéntico a otro polipéptido se puede determinar utilizando procedimientos y programas/software informaticos
conocidos en la técnica tales como, sin caracter restrictivo, el programa BESTFIT (Paquete de analisis de
secuencias Wisconsin, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science
Drive, Madison, WI 53711). BESTFIT usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in
Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias.
Cuando se usa BESTFIT o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia
particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia de referencia de acuerdo con la presente invencion, los
parametros se ajustan, por supuesto, de tal forma que el porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud
completa de la secuencia polipeptidica de referencia y que se permitan los huecos en la homologia de hasta 5 % del
numero total de aminoacidos en la secuencia de referencia.

En una realizacion de la presente invencioén, el polinucledtido comprende, esta compuesto esencialmente por o esta
compuesto por un acido nucleico que tiene una secuencia de polinucleétidos de la VH expresada en la
SEQ ID NO:19 o SEQID NO:21, o la VL expresada en la SEQ ID NO:27 o SEQ ID NO:28. En este sentido, el
experto en la técnica comprendera facilmente que los polinucleétidos que codifican al menos el dominio variable de
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la cadena ligera y/o pesada pueden codificar el dominio variable de ambas cadenas de inmunoglobulina o solo de
una.

La presente invencion también incluye fragmentos de los polinucleétidos de la invenciéon, como se describe en otras
partes del presente documento. Adicionalmente, los polinucleétidos que codifican los polinucleétidos de fusion,
fragmentos Fab y otros derivados, como se describe en el presente documento, también se contemplan en la
invencion.

Los polinucledtidos se pueden producir o fabricar mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica. Por
ejemplo, si la secuencia de nucleétidos del anticuerpo es conocida, un polinucleétido que codifica el anticuerpo se
puede ensamblar a partir de oligonucleétidos quimicamente sintetizados, p. €j., como se describe en Kutmeier y col.,
BioTechniques 17 (1994), 242, que brevemente implica la sintesis de oligonucledtidos solapantes que contienen
porciones de la secuencia que codifica el anticuerpo, la reasociacion y ligacién de esos oligonucleétidos, y después
la amplificacion de los oligonucleétidos ligados por PCR.

Como alternativa, un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o un fragmento, variante o derivado de unién al
antigeno del mismo se puede generar de acido nucleico a partir de una fuente adecuada. Si un clon que contiene un
acido nucleico que codifica un anticuerpo particular no esta disponible, pero la secuencia de la molécula del
anticuerpo es conocida, un acido nucleico que codifica el anticuerpo puede sintetizarse quimicamente u obtenerse a
partir de una fuente adecuada (p. €j., un banco de ADNc de anticuerpo, o un banco de ADNc generado a partir de, o
4cido nucleico, tal como ARN poliA®, aislado de, cualquier tejido o células que expresan el anticuerpo especifico de
a-sinucleina, tales como células de hibridomas seleccionadas para expresar un anticuerpo) por amplificacion por
PCR usando cebadores sintéticos que pueden hibridarse en los extremos 3' y 5' de la secuencia o por clonacion
usando una sonda de oligonucleétido especifica para la secuencia génica particular para identificar, p. ej., un clon de
ADNc a partir de un banco de ADNc que codifica el anticuerpo. Los acidos nucleicos amplificados generados por
PCR se pueden clonar a continuacién en vectores de clonacion replicables utilizando cualquier procedimiento
conocido en la técnica.

Una vez que se determina la secuencia de nucledtidos o la correspondiente secuencia de aminoacidos del
anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo, su secuencia de nucledtidos se puede
manipular utilizando procedimientos conocidos en la técnica para la manipulacién de secuencias de nucleétidos, p.
ej., técnicas de ADN recombinante, mutagénesis dirigida a sitio, PCR, etc. (véanse, por ejemplo, las técnicas
descritas en Sambrook y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1990) y Ausubel y col., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY
(1998), para generar anticuerpos que tienen diferentes secuencias de aminoacidos, por ejemplo, para crear
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos.

IV. Expresion de polipéptidos de anticuerpo

Después de la manipulacion del material genético aislado para proporcionar anticuerpos, o fragmentos, variantes o
derivados de union al antigeno de los mismos de la invencién, los polinucleétidos que codifican los anticuerpos se
insertan normalmente en un vector de expresion para la introduccion en células huésped que se pueden usar para
producir la cantidad deseada de anticuerpo. La expresion recombinante de un anticuerpo, o fragmento, derivado o
analogo del mismo, p. €j., una cadena pesada o ligera de un anticuerpo que se une a una molécula diana se
describe en el presente documento. Una vez que se ha obtenido un polinucleétido que codifica una molécula de
anticuerpo o una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, o porcién del mismo (p. €j., que contiene el dominio
variable de cadena pesada o ligera) de la invencion, el vector para la produccion de la molécula de anticuerpo se
puede producir por tecnologia de ADN recombinante usando técnicas bien conocidas en la técnica. Por lo tanto, los
procedimientos para preparar una proteina expresando un polinucleétido que contiene un anticuerpo que codifica la
secuencia de nucledtidos se describen en el presente documento. Se pueden utilizar procedimientos que son muy
conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de expresiébn que contienen secuencias
codificantes de anticuerpos y sefiales de control transcripcionales y traduccionales apropiadas. Estos procedimientos
incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo.
Por lo tanto, la invenciéon proporciona vectores replicables que comprenden una secuencia de nucledtidos que
codifica una molécula de anticuerpo de la invencion, o una cadena pesada o ligera del mismo, o un dominio variable
de cadena pesada o ligera, unidos operativamente a un promotor. Dichos vectores pueden incluir la secuencia de
nucleétidos que codifica la regién constante de la molécula de anticuerpo (véanse, p. ej., las solicitudes
internacionales WO 86/05807 y WO 89/01036; y la patente de EE. UU. N.° 5.122.464) y el dominio variable del
anticuerpo se puede clonar en uno de estos vectores para la expresion de toda la cadena pesada o ligera.
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El término «vector» o «vector de expresion» se usa en el presente documento para hacer referencia a vectores
usados de acuerdo con la presente invencién como un vehiculo para introducir y expresar un gen deseado en una
célula huésped. Como saben los expertos en la técnica, dichos vectores se pueden seleccionar facilmente a partir
del grupo que consiste en plasmidos, fagos, virus y retrovirus. En general, los vectores compatibles con la presente
invencién comprenderan un marcador de seleccion, sitios de restriccién adecuados para facilitar la clonacion del gen
deseado y la capacidad de entrar y/o replicarse en células eucariotas o procariotas. A los efectos de esta invencion,
se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresién. Por ejemplo, una clase de vector utiliza elementos
de ADN que se derivan de virus animales, tales como virus de papiloma bovino, virus de polioma, adenovirus, virus
vacuna, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLYV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas
policistrénicos con sitios de unién a ribosomas internos. Adicionalmente, las células que tienen el ADN integrado en
sus cromosomas se pueden seleccionar introduciendo uno o mas marcadores que permiten la seleccion de células
huésped transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un huésped auxotrdéfico, resistencia a biocidas
(p. €j., antibidticos) o resistencia a metales pesados, tales como cobre. El gen marcador seleccionable puede estar
unido directamente a las secuencias de ADN que se han de expresar, o introducirse en la misma célula por
cotransformaciéon. También se pueden afadir elementos adicionales para la sintesis éptima de ARNm. Estos
elementos pueden incluir secuencias sefial, secuencias de splicing, asi como promotores transcripcionales,
potenciadores y sefiales de terminacion.

En ciertas realizaciones, los genes de region variable clonados se insertan en un vector de expresion junto con los
genes de region constante de cadena pesada y ligera (p. €j., humanos) como se ha explicado anteriormente. En una
realizacion, esto se realiza usando un vector de expresion patentado de Biogen IDEC, Inc., denominado NEOSPLA,
descrito en la patente de EE. UU. N.° 6.159.730. Este vector contiene el promotor/potenciador de citomegalovirus, el
promotor principal de beta globina de ratén, el origen de replicacion de SV40, la secuencia de poliadenilacion de la
hormona de crecimiento bovina, exén 1 y exén 2 de fosfotransferasa de neomicina, el gen dihidrofolato reductasa y
la secuencia lider. Se ha descubierto que este vector produce un nivel muy alto de expresién de anticuerpos tras la
incorporacion de genes de region variable y constante, la transfeccion en células CHO, seguida de la seleccion en
medio que contiene G418 y la amplificacion de metotrexato. Por supuesto, en la presente invencion se puede usar
cualquier vector de expresion que sea capaz de provocar expresion en células eucariotas. Los ejemplos de vectores
adecuados incluyen, pero sin limitacién, los plasmidos pcDNA3, pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEF1/His, pIND/GS,
pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV, pUBG6/V5-His, pVAX1, y pZeoSV2 (disponibles en Invitrogen, San
Diego, CA), y el plasmido pCl (disponible en Promega, Madison, WI). En general, el cribado de grandes cantidades
de células transformadas para aquellas que expresan niveles adecuadamente elevados si las cadenas pesada y
ligera de inmunoglobulina es un experimento de rutina que se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante sistemas
robdticos. Los sistemas de vector también se explican en las patentes de EE. UU. N.° 5.736.137 y 5.658.570. Este
sistema proporciona altos niveles de expresion, p. ej., >30 pg/célula/dia. Otros sistemas de vector ejemplares se
describen, p. €j., en la patente de EE. UU. N.° 6.413.777.

En otras realizaciones, los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de
la invencion se pueden expresar usando constructos policistrénicos tales como los descritos en la publicacion de
solicitud de patente de EE. UU. N.° 2003-0157641 A1. En estos sistemas de expresion, los productos génicos
multiples de interés tales como las cadenas pesada y ligera de anticuerpos se pueden producir a partir de un
constructo policistronico sencillo. Estos sistemas usan ventajosamente un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES)
para proporcionar niveles relativamente altos de anticuerpos. Las secuencias IRES compatibles se describen en la
patente de EE. UU. N.° 6.193.980. Los expertos en la técnica apreciaran que dichos sistemas de expresion se
pueden usar para producir eficazmente el intervalo completo de anticuerpos descritos en la presente solicitud.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado el vector o secuencia de ADN que codifica una subunidad
monomeérica del anticuerpo, el vector de expresidén se puede introducir en una célula huésped apropiada. La
introduccién del plasmido en la célula huésped se puede lograr por diversas técnicas ya conocidas por los expertos
en la técnica. Estas incluyen, pero sin limitacion, transfeccién, incluyendo lipotransfeccién usando, p. ej., Fugene o
lipofectamina, fusién protoplasica, precipitacion de fosfato de calcio, fusiéon celular con ADN con envoltura,
microinyeccion e infeccion con virus intacto. Normalmente, la introduccion de plasmidos en el huésped es mediante
un procedimiento de co-precipitacion de fosfato de calcio estandar. Las células huésped que alojan el constructo de
expresion se cultivan en condiciones apropiadas para la produccion de cadenas ligeras y cadenas pesadas, y se
analizan para sintesis de proteina de cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo ejemplares incluyen ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), o andlisis de clasificaciéon de células
activada por fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

El vector de expresion se transfiere a una célula huésped mediante técnicas convencionales y las células
transfectadas posteriormente se cultivan mediante técnicas convencionales para producir un anticuerpo para uso en
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los procedimientos descritos en el presente documento. Por lo tanto, la invencion incluye células huésped que
contienen un polinucledtido que codifica un anticuerpo de la invencion, o una cadena pesada o ligera del mismo,
unido operativamente a un promotor heterélogo. Para la expresidon de anticuerpos bicatenarios, los vectores que
codifican las cadenas tanto pesada como ligera se pueden insertar en una célula huésped para la expresién de la
molécula de inmunoglobulina completa, como se detalla a continuacion.

La célula huésped se puede cotransfectar con dos vectores de expresion de la invencién, codificando el primer
vector un polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de cadena
ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores selecciona bles idénticos que permiten una expresion igual de
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Como alternativa, se puede usar un unico vector que codifique polipéptidos
de cadena tanto pesada como ligera. En tales situaciones, la cadena ligera se coloca ventajosamente antes de la
cadena pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre toxica; véase Proudfoot, Nature 322 (1986), 52;
Kohler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980), 2197. Las secuencias de codificaciéon para las cadenas pesada y ligera
pueden comprender ADNc o ADN genémico.

Como se usa en el presente documento, «células huésped» se refiere a células que alojan vectores construidos
usando técnicas de ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterdlogo. En las descripciones de
procesos para el aislamiento de anticuerpos de huéspedes recombinantes, los términos «célula» y «cultivo celular»
se usan de manera intercambiable para denominar la fuente de anticuerpo a menos que se especifique claramente
otra cosa. En otras palabras, la recuperacion de polipéptidos de las «células» puede significar a partir de células
enteras centrifugadas, o del cultivo celular que contiene tanto el medio como las células suspendidas.

Se puede utilizar una diversidad de sistemas de vectores de expresion de huésped para expresar moléculas de
anticuerpo para uso en los procedimientos descritos en el presente documento. Dichos sistemas de expresion de
huésped representan vehiculos mediante los cuales las secuencias codificantes de interés se pueden producir y
posteriormente purificar, pero también representan células que, cuando se transforman o transfectan con las
secuencias codificantes de nucleétidos adecuadas, expresan una molécula de anticuerpo de la invencion in situ.
Estas incluyen, pero sin limitacién, microorganismos tales como bacterias (p. €j., E. coli, B. subtilis) transformadas
con ADN bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o vectores de expresion de ADN cdsmido que contiene
secuencias codificantes de anticuerpos; levadura (p. €j., Saccharomyces, Pichia) transformada con vectores de
expresion de levadura recombinantes que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; sistemas celulares de
insecto infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (p. €j., baculovirus) que contienen secuencias
codificantes de anticuerpos; sistemas de células vegetales infectados con vectores de expresion de virus
recombinante (p. ej., virus de mosaico de la coliflor, CaMV; virus de mosaico del tabaco, TMV) o transformados con
vectores de expresion de plasmido recombinante (p. ej., plasmido Ti) que contienen secuencias codificantes de
anticuerpo; o sistemas celulares de mamiferos (p. €j., células COS, CHO, NSO, BLK, 293, 3T3) que alojan
constructos de expresiéon recombinante que contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (p.
ej., promotor de metalotioneina) o de virus de mamifero (p. €j., el promotor tardio del adenovirus; el promotor 7,5K
del virus vacuna). Las células bacterianas tales como Escherichia coli, o células eucariotas, especialmente para la
expresion de una molécula de anticuerpo recombinante completa, se utilizan para la expresion de una molécula de
anticuerpo recombinante. Por ejemplo, las células de mamifero tales como células de ovario de hamster chino
(CHO), junto con un vector tal como el elemento del promotor génico temprano intermedio principal del
citomegalovirus humano es un sistema de expresion eficaz para los anticuerpos; véase, p. ej.,Foecking y col., Gene
45 (1986), 101;Cockett y col., Bio/Technology 8 (1990), 2.

La linea celular huésped usada para la expresion de proteina es a menudo de origen mamifero; los expertos en la
técnica tienen la capacidad de determinar lineas celulares huésped particulares que son mas adecuadas para el
producto génico deseado a expresar en el mismo. Las lineas celulares huésped incluyen, pero sin limitacion, CHO
(ovario de hamster chino), DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma
cervical humano), CVI (linea de rifién de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno SV40 T), VERY, BHK (rifidn
de hamster bebé), MDCK, WI38, R1610 (fibroblasto de hamster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de ratén), HAK (linea
de rindn de hamster), SP2/O (mieloma de ratén), P3x63-Ag3.653 (mieloma de raton), BFA-1c1BPT (células
endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano) y 293 (rifidn humano). Las lineas celulares huésped normalmente se
encuentran disponibles en servicios comerciales, la Coleccién Estadounidense de Cultivos de Tejidos o en la
bibliografia publicada.

Ademas, se puede elegir una cepa de célula huésped que modula la expresién de las secuencias insertadas, o
modifica y procesa el producto génico de la forma especifica deseada. Dichas modificaciones (p. €j., glucosilacién) y
procesamiento (p. ej., escisién) de productos de proteina pueden ser importantes para la funcién de la proteina.
Diferentes células huésped tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento postraduccional y
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la modificacién de proteinas y productos génicos. Se pueden seleccionar lineas celulares o sistemas huésped
apropiados para garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de la proteina extrafia expresada. Con este
fin, se pueden usar células huésped eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento adecuado
de la transcripcion primaria, la glucosilacion, y la fosforilacion del producto génico.

Para una produccién a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes, se utiliza una expresion
estable. Por ejemplo, se pueden modificar por ingenieria genética lineas celulares que expresan de forma estable la
molécula del anticuerpo. En lugar de usar vectores de expresion que contienen origenes de replicacion virales, las
células huésped se pueden transformar con ADN controlado por elementos de control de expresion apropiados (p.
ej., promotor, potenciador, secuencias, terminadores de transcripcion, sitios de poliadenilacién, etc.), y un marcador
seleccionable. Tras la introduccion del ADN extrafio, se deja que células modificadas por ingenieria genética crezcan
durante, p. €j., entre 1 y 2 dias en un medio enriquecido, y a continuacién se cambian a un medio selectivo. El
marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccidén y permite que las células
integren de manera estable el plasmido en sus cromosomas y que crezcan para formar focos que, a su vez, se
pueden clonar y expandir en lineas celulares. Este procedimiento se puede utilizar de forma ventajosa para modificar
lineas celulares que expresan la molécula de anticuerpo de manera estable.

Se pueden usar varios sistemas de seleccion, que incluyen, pero sin limitacion, la timidina cinasa del virus herpes
simple (Wigler y col., Cell 11 (1977), 223), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska & Szybalski, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 48 (1992), 202), y pueden emplearse genes de adenina fosforribosiltransferasa (Lowy y col.,
Cell 22 (1980), 817) en células tk, hgprt o aprt, respectivamente. Ademas, la resistencia anti-metabolito se puede
usar como la base de seleccidn de los siguientes genes: dhfr que otorga resistencia al metotrexato (Wigler y col.,
Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980), 357;0'Hare y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1981), 1527); gpt, que otorga
resistencia al acido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1981), 2072); neo, que otorga
resistencia al aminoglucésido G-418Goldspiel y col., Clinical Pharmacy 12 (1993), 488-505;Wu y Wu, Biotherapy 3
(1991), 87-95;Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32 (1993), 573-596;Mulligan, Science 260 (1993), 926-932;
y Morgan y Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62 (1993), 191-217;TIB TECH 11 (1993), 155-215; e hygro, que confiere
resistencia a la higromicina (Santerre y col., Gene 30 (1984), 147. Los procedimientos comunmente conocidos en la
técnica de tecnologia de ADN recombinante que se pueden utilizar se describen en Ausubel y col. (eds.), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993);Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY (1990); y en losCapitulos 12 y 13, Dracopoli y col. (eds), Current Protocols in Human
Genetics, John Wiley & Sons, NY (1994);Colberre-Garapin y col., J. Mol. Biol. 150:1 (1981).

Los niveles de expresion de una molécula de anticuerpo se pueden aumentar por amplificacion de vectores, para
una revision, véase Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of
cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, Academic Press, Nueva York, Vol. 3. (1987). Cuando un marcador
en el sistema de vectores que expresa un anticuerpo es amplificable, el incremento en el nivel del inhibidor presente
en el cultivo de célula huésped hara que aumente el nimero de copias del gen marcador. Puesto que la region
amplificada esta asociada al gen del anticuerpo, también aumentara la produccién del anticuerpo; véase Crouse y
col., Mol. Cell. Biol. 3 (1983), 257.

La produccion in vitro permite que el aumento de grandes cantidades proporcione los polipéptidos deseados. En la
técnica se conocen técnicas de cultivo de células de mamiferos en condiciones de cultivo de tejidos, y estas incluyen
el cultivo de suspensiones homogéneas, p. €j., en un reactor aerotransportado o en un reactor de agitacion continua,
o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. e€j., en fibras huecas, microcapsulas, en microperlas de agarosa o
cartuchos de ceramica. Si es necesario y/o deseable, las disoluciones de polipéptidos se pueden purificar mediante
procedimientos de cromatografia habituales, por ejemplo, cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia en DEAE-celulosa o cromatografia de inmunoafinidad, p. ej., después de
biosintesis preferente de un polipéptido de regidn bisagra sintético o antes o después de la etapa de cromatografia
HIC descrita en el presente documento.

Los genes que codifican anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de la
invencion también se pueden expresar en células no de mamiferos tales como células de bacterias, insectos,
levaduras o vegetales. Las bacterias que absorben facilimente los acidos nucleicos incluyen miembros de
enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus subtilis;
Pneumococcus; Streptococcus, y Haemophilus influenzae. Se apreciara ademas que, cuando se expresan en
bacterias, los polipéptidos heterélogos normalmente se vuelven parte de los cuerpos de inclusion. Los polipéptidos
heterélogos se deben aislar, purificar y después ensamblar en moléculas funcionales. Cuando se deseen formas
tetravalentes de anticuerpos, las subunidades se autoensamblaran en anticuerpos tetravalentes, véase, p. €j., la
solicitud internacional WO02/096948.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2699 801 T3

En los sistemas bacterianos, varios vectores de expresion se pueden seleccionar ventajosamente dependiendo del
uso pretendido para la molécula de anticuerpo que se esta expresando. Por ejemplo, cuando se debe producir una
gran cantidad de tal proteina, para la generacién de composiciones farmacéuticas de una molécula de anticuerpo, se
pueden usar vectores que dirigen la expresion de altos niveles de productos de proteina de fusiéon que son
facilmente purificados. Dichos vectores incluyen, pero sin limitacion, el vector de expresion de E. coli pUR278
(Ruther y col., EMBO J. 2 (1983), 1791), donde la secuencia codificante de anticuerpo se puede ligar
individualmente dentro del vector en el marco con la regiéon codificante lacZ de manera que se produzca una
proteina de fusion; vectores pIN (Inouye & Inouye, Nucleic Acids Res. 13 (1985), 3101-3109;Van Heeke & Schuster,
J. Biol. Chem. 24 (1989), 5503-5509); y similares. Los vectores pGEX también pueden usarse para expresar
polipéptidos extrafios como proteinas de fusion con glutation S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de
fusion son solubles y se pueden purificar facilmente a partir de células lisadas mediante adsorcién y unién a una
matriz de microesferas de glutatiéon agarosa seguida de una elucién en presencia de glutation libre. Los vectores
pGEX estan disefiados para incluir sitios de escisidon por la trombina o la proteasa factor Xa de manera que el
producto génico diana clonado se pueda liberar del resto de GST.

Ademas de los procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura
de panaderia comun, es la mas comunmente usada entre microorganismos eucariotas, si bien hay varias otras
cepas comunmente disponibles, p. €j., Pichia pastoris. Para la expresion en Saccharomyces, comunmente se usa el
YRp7 plasmidico, por ejemplo, (Stinchcomb y col.,, Nature 282 (1979), 39;Kingsman y col., Gene 7 (1979),
141;Tschemper y col., Gene 10 (1980), 157). Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador
de seleccién para una cepa mutante de levadura que carece de la capacidad de crecimiento en triptéfano, por
ejemplo, ATCC N.° 44076 o PEP4-1 (Jones, Genetics 85 (1977), 12). La presencia de la lesion trpl como una
caracteristica del genoma de célula huésped de levadura proporciona entonces un entorno eficaz para detectar la
transformacion por crecimiento en ausencia de triptéfano.

En un sistema de insecto, el virus de polihedrosis nuclear Autographa californica (AcNPV) se usa normalmente como
un vector para expresar genes extrafios. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia
codificante del anticuerpo se puede clonar individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la
polihedrina) del virus y se puede situar bajo control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el promotor de la
polihedrina).

Una vez que una molécula de anticuerpo de la invencion se ha expresado de manera recombinante, los anticuerpos
enteros, sus dimeros, cadenas pesada y ligera individuales, u otras formas de inmunoglobulina de la presente
invencioén, se pueden purificar de acuerdo con procedimientos estandar de la técnica, incluyendo, por ejemplo, por
cromatografia (p. €j., intercambio idnico, afinidad, particularmente por afinidad a un antigeno especifico después de
la Proteina A, y cromatografia en columna por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial, p. €j., precipitacion de
sulfato de amonio, o por cualquier otra técnica estandar para la purificaciéon de proteinas; véase, p. €j., Scopes,
"Protein Purification", Springer Verlag, N.Y. (1982). Como alternativa, se describe un procedimiento para aumentar la
afinidad de anticuerpos de la invencién en la publicacién de patente de EE. UU. 2002-0123057 A1.

V. Proteinas de fusion y conjugados

En algunas realizaciones, el polipéptido de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos o uno o mas
restos normalmente no asociados con un anticuerpo. Las modificaciones ejemplares se describen con mayor detalle
a continuacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones un fragmento de anticuerpo fv monocatenario de la invencién
puede comprender una secuencia enlazadora flexible, o se puede modificar para afadir un resto funcional (p. €j.,
PEG, un farmaco, una toxina o una etiqueta tal como fluorescente, radioactiva, enzima, magnética nuclear, metal
pesado y similares).

En ciertas realizaciones, un polipéptido de anticuerpo de la invencion comprende, estd compuesto esencialmente
por o esta compuesto por una proteina de fusion. Las proteinas de fusién son moléculas quiméricas que
comprenden, por ejemplo, un dominio de unién a a-sinucleina de inmunoglobulina con al menos un sitio de unién
diana, y al menos una porcién heteréloga, es decir, una porciéon con la cual no esta naturalmente enlazado en la
naturaleza. Las secuencias de aminoacidos pueden existir normalmente en proteinas separadas que se juntan en el
polipéptido de fusion o pueden existir normalmente en la misma proteina pero estan situadas en una nueva
disposicién en el polipéptido de fusion. Las proteinas de fusion se pueden crear, por ejemplo, mediante sintesis
quimica, o mediante la creacion y traduccion de un polinucleétido donde se codifican las regiones del péptido en la
relacion deseada.
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El término «heterdlogo» como se aplica a un polinucleétido o a un polipéptido significa que el polinucleétido o
polipéptido se deriva de una entidad distinta de la del resto de la entidad con la que se compara. Por ejemplo, como
se usa en el presente documento, un «polipéptido heterdlogo» que se ha de fusionar con un anticuerpo o un
fragmento, variante o analogo de union al antigeno del mismo se deriva de un polipéptido diferente de
inmunoglobulina de la misma especie, o de un polipéptido de inmunoglobulina o diferente de inmunoglobulina de una
especie diferente.

Como se analiza con mayor detalle en otras partes del presente documento, los anticuerpos, o fragmentos, variantes
o derivados de union al antigeno de los mismos de la invencién pueden fusionarse adicionalmente de forma
recombinante con un polipéptido heterélogo en el extremo N o C-terminal o conjugarse quimicamente (incluyendo
conjugaciones covalentes y no covalentes) a polipéptidos u otras composiciones. Por ejemplo, los anticuerpos se
pueden fusionar de manera recombinante o conjugar con moléculas utiles como etiquetas en ensayos de deteccion
y moléculas efectoras tales como polipéptidos heterélogos, farmacos, radionuclidos o toxinas; véanse, por ejemplo,
las solicitudes internacionales W092/08495; W091/14438; W089/12624; patente de EE. UU. N.° 5.314.995; y la
solicitud de patente europea EP 0 396 387.

Los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de la invencion pueden
estar compuestos por aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es
decir, isoésteres peptidicos, y pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por gen.
Los anticuerpos se pueden modificar mediante procesos naturales, tales como procesamiento postraduccional, o
mediante técnicas de modificacion quimica que se conocen bien en la técnica. Dichas modificaciones se describen
bien en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como también en extensa bibliografia de investigacion.
Las modificaciones pueden tener lugar en cualquier lugar del anticuerpo, incluyendo el esqueleto del péptido, las
cadenas laterales de aminoacidos y los extremos amino o carboxilo, o en restos tales como carbohidratos. Se
apreciara que el mismo tipo de modificacién puede estar presente en igual grado o distintos grados en diversos sitios
de un anticuerpo dado. Ademas, un anticuerpo dado puede contener muchos tipos de modificaciones. Los
anticuerpos se pueden ramificar, por ejemplo, como resultado de ubiquitinacion, y a continuacién pueden ser
ciclicos, con o sin ramificacion. Los anticuerpos ciclicos, ramificados y ramificados y ciclicos pueden producirse en
procesos naturales postraduccionales o se pueden producir mediante procedimientos sintéticos. Las modificaciones
pueden incluir acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion, uniéon covalente de flavina, unién covalente de un
resto hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado de nucledétido, union covalente de un lipido o derivado de
lipido, unién covalente de fosfotidilinositol, reticulacién, ciclacion, formaciéon de enlace de disulfuro, desmetilacion,
formacion de reticulaciones covalentes, formacion de cisteina, formaciéon de piroglutamato, formilacion, gamma-
carboxilacion, glucosilacién, formacion de anclaje GPI, hidroxilacion, yodacién, metilacion, miristoilacién, oxidacién,
pegilacién, procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion, racemizacion, selenoilacion, sulfatacién, adicion
mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a proteinas tal como arginilacion y ubiquitinacion; véase, p.
ej.,Proteins - Structure And Molecular Properties, T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York 22 Ed.,
(1993);Posttranslational Covalent Modification Of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, pag. 1-
12 (1983);Seifter y col., Meth. Enzymol. 182 (1990), 626-646;Rattan y col., Ann. NY Acad. Sci. 663 (1992), 48-62).

La presente invencion también proporciona proteinas de fusién que comprenden un anticuerpo, o un fragmento,
variante o derivado de union al antigeno del mismo, y un polipéptido heterélogo. En una realizacion, la proteina de
fusion comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de al menos una regiéon VH de un
anticuerpo de la invencion, y la secuencia de aminoacidos de al menos una region VL de un anticuerpo de la
invencion o fragmentos, derivados o variantes del mismo, y una secuencia de polipéptidos heterélogos. En algunas
realizaciones, las regiones VH y VL de la proteina de fusion corresponden a un Unico anticuerpo fuente (o fragmento
scFv o Fab) que se une especificamente a a-sinucleina. Incluso en otra realizacién, una proteina de fusién para uso
en los procedimientos de diagnéstico y tratamiento descritos en el presente documento comprende un polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de las tres CDR de VH de un anticuerpo y la secuencia de aminoacidos de
las tres CDR de VL de un anticuerpo, o fragmentos o variantes del mismo, y una secuencia de polipéptidos
heterdlogos. En ciertas realizaciones, dos, tres, cuatro, cinco, seis o0 mas de las CDR-VH o CDR-VL corresponden a
un unico anticuerpo fuente (o fragmento scF o Fab) de la invencién. Las moléculas de acido nucleico que codifican
estas proteinas de fusion también se incluyen en la invencion.

Las proteinas de fusion ejemplares indicadas en la bibliografia incluyen fusiones del receptor de linfocitos T
(Gascoigne y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 2936-2940; CD4 (Capon y col., Nature 337 (1989), 525-
531;Traunecker y col., Nature 339 (1989), 68-70;Zettmeissl y col., DNA Cell Biol. USA 9 (1990), 347-353; yByrn y
col., Nature 344 (1990), 667-670); L-selectina (receptor de alojamiento) (Watson y col., J. Cell. Biol. 110 (1990),
2221-2229; yWatson y col., Nature 349 (1991), 164-167); CD44 (Aruffo y col., Cell 61 (1990), 1303-1313); CD28 y B7
(Linsley y col., J. Exp. Med. 173 (1991),721-730); CTLA-4 (Lisley y col., J. Exp. Med. 174 (1991), 561-569); CD22
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(Stamenkovic y col., Cell 66 (1991), 1133-1144); receptor TNF (Ashkenazi y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88
(1991), 10535-10539; Lesslauer y col., Eur. J. Immunol. 27 (1991), 2883-2886; y Peppel y col., J. Exp. Med. 174

(1991), 1483-1489 (1991); y receptor IgE a (Ridgway y Gorman, J. Cell. Biol. 115 (1991), Resumen N.° 1.448) .

Como se explica en otras partes del presente documento, los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de
union al antigeno de los mismos de la invencion se pueden fusionar con polipéptidos heterélogos para aumentar la
semivida in vivo de los polipéptidos o para uso en inmunoensayos utilizando procedimientos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, en una realizacién, PEG se puede conjugar con los anticuerpos de la invencion para aumentar su
semivida in vivo; véase, p. €j., Leong y col., Cytokine 16 (2001), 106-119;Adv. in Drug Deliv. Rev. 54 (2002), 531;
oWeir y col., Biochem. Soc. Transactions 30 (2002), 512.

Ademas, los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de la invencion se
pueden fusionar con secuencias marcadoras, tales como un péptido para facilitar su purificacién o deteccion. En
ciertas realizaciones particulares, la secuencia de aminoacidos marcadora es un péptido de hexa-histidina (HIS), tal
como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311),
entre otras, muchas de las cuales estan comercialmente disponibles. Como se describe en Gentz y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86 (1989), 821-824, por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificaciéon conveniente de la
proteina de fusion. Otras etiquetas de péptidos utiles para la purificaciéon incluyen, pero sin limitacion, la etiqueta
«HA», que corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de influenza (Wilson y col., Cell 37
(1984), 767) y la etiqueta «indicador».

Las proteinas de fusidon se pueden preparar utilizando procedimientos que son muy conocidos en la técnica; véanse,
por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.° 5.116.964 y 5.225.538. El sitio preciso donde se realiza la fusion puede
seleccionarse empiricamente para optimizar las caracteristicas de unién o secrecion de la proteina de fusién. EIl ADN
que codifica la proteina de fusion se transfecta después a una célula huésped para expresion.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse en forma no conjugada o se pueden conjugar con al menos
una de una diversidad de moléculas, p. €j., para mejorar las propiedades terapéuticas de la molécula, para facilitar la
deteccién de dianas, o para diagndéstico por imagen o terapia del paciente. Los anticuerpos, o fragmentos, variantes,
o derivados de union al antigeno de los mismos de la invencién se pueden etiquetar o conjugar antes o después de
la purificacion, cuando se realiza la purificacion. En particular, los anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados
de unién al antigeno de los mismos de la invencion se pueden conjugar con agentes terapéuticos, profarmacos,
péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de la respuesta bioldgica, agentes farmacéuticos o PEG.

Los conjugados que son inmunotoxinas que incluyen anticuerpos convencionales se han descrito ampliamente en la
técnica. Las toxinas se pueden acoplar a los anticuerpos mediante técnicas de acoplamiento convencionales o se
pueden producir inmunotoxinas que contienen porciones de toxina de proteinas como proteinas de fusion. Los
anticuerpos de la presente invencion también se pueden usar de manera correspondiente para obtener dichas
inmunotoxinas. Es ilustrativo de dichas inmunotoxinas lo descrito por Byers, Seminars Cell. Biol. 2 (1991), 59-70 y
porFanger, Immunol. Today 12 (1991), 51-54.

Los expertos en la técnica apreciaran que los conjugados también se pueden ensamblar usando una diversidad de
técnicas dependiendo del agente seleccionado a conjugar. Por ejemplo, los conjugados con biotina se preparan, p.
ej., haciendo reaccionar un polipéptido de unién a a-sinucleina con un éster de biotina activado tal como el éster de
biotina N-hidroxisuccinimida. De manera similar, los conjugados con un marcador fluorescente se pueden preparar
en presencia de un agente de acoplamiento, p. ej., los enumerados en el presente documento, o mediante la
reaccion con un isotiocianato, tal como isotiocianato de fluoresceina. Los conjugados de los anticuerpos, o
fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de los mismos de la invencion se preparan de manera
analoga.

La presente invencidon comprende ademas anticuerpos, o fragmentos, variantes o derivados de unién al antigeno de
los mismos de la invencién conjugados con un agente terapéutico o de diagnéstico. Los anticuerpos se pueden usar
como diagndstico para, por ejemplo, demostrar la presencia de una enfermedad neuroldgica, para indicar el riesgo
de contraer una enfermedad neurolégica, para controlar el desarrollo o evolucién de una enfermedad neuroldgica, es
decir, una sinucleinopatia como parte de un procedimiento de pruebas clinicas para, p. €j., determinar la eficacia de
un régimen de tratamiento y/o prevencion dado. La deteccion se puede facilitar mediante el acoplamiento del
anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos protésicos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radioactivos, metales emisores de positrones
usando diversas tomografias de emision de positrones e iones de metales paramagnéticos no radioactivos; véase, p.
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ej., la patente de EE. UU. N.° 4.741.900 para iones de metales que se pueden conjugar con anticuerpos para su uso
como diagndstico de acuerdo con la presente invencion. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa
de rabano picante, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa o acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos
protésicos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminescente incluye luminol; los ejemplos
de materiales bioluminescentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y los ejemplos de material radioactivo
adecuado incluyen 125I,131I,m|n o ¥Te.

Un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de union al antigeno del mismo también se puede etiquetar de
manera detectable acoplandolo a un compuesto quimioluminiscente. La presencia del anticuerpo etiquetado
quimioluminiscente se determina entonces mediante la deteccion de la presencia de luminiscencia que surge
durante el transcurso de una reaccién quimica. Los ejemplos de compuestos de marcado quimioluminiscente
particularmente utiles son luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol, sal de acridinio y éster de
oxalato.

Una de las maneras donde un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo se puede
etiquetar de manera detectable es mediante el enlace del mismo a una enzima y el uso del producto enlazado en un
inmunoensayo enzimatico (EIA) (Voller, A., "The Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)" Microbiological
Associates Quarterly Publication, Walkersville, Md., Diagnostic Horizons 2 (1978), 1-7); Voller y col., J. Clin. Pathol.
31 (1978), 507-520; Butler, Meth. Enzymol. 73 (1981), 482-523;Maggio, E. (ed.), Enzyme Immunoassay, CRC Press,
Boca Raton, Fla., (1980);Ishikawa, E. y col., (eds.), Enzyme Immunoassay, Kgaku Shoin, Tokio (1981). La enzima,
que se une al anticuerpo reaccionara con un sustrato adecuado, tal como un sustrato cromogénico, de tal manera
que produzca un resto quimico que se puede detectar, por ejemplo, por medios espectrofotométricos, fluorimétricos
o visuales. Las enzimas que se pueden usar para etiquetar de manera detectable el anticuerpo incluyen, pero sin
limitacion, malato deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-5-esteroide isomerasa, levadura alcohol
deshidrogenasa, alfa-glicerofosfato, deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa. De manera adicional, la deteccidon se puede llevar a
cabo mediante procedimientos colorimétricos que emplean un sustrato cromogénico para la enzima. La deteccion
también se puede lograr mediante comparacion visual del grado de reaccidon enzimatica de un sustrato en
comparacion con estandares preparados de manera similar.

La deteccién también se puede lograr usando cualquiera de una diversidad de otros imnunoensayos. Por ejemplo,
etiquetando de manera radioactiva el anticuerpo o fragmento, variante o derivado de union al antigeno del mismo, es
posible detectar el anticuerpo mediante el uso de un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B.,
Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine
Society, (marzo, 1986)). El isétopo radioactivo se puede detectar por medios que incluyen, pero sin limitacion, un
contador gamma, un contador de centelleo o autoradiografia.

Un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno del mismo también se puede etiquetar de
manera detectable usando metales emisores de fluorescencia tales como '*Eu u otros de la serie lantanida. Estos
metales se pueden unir al anticuerpo usando grupos quelantes de metales tales como &cido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) o acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Las técnicas para conjugar diversos restos a un anticuerpo, o fragmento, variante o derivado de unién al antigeno
del mismo se conocen bien, véase, p. €j., Arnon y col., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In
Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld y col. (eds.), pag. 243-56 (Alan R. Liss,
Inc. (1985); Hellstrom y col., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson y col.
(eds.), Marcel Dekker, Inc., pag. 623-53 (1987);Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A
Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera y col. (eds.), pag. 475-506
(1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer
Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin y col. (eds.), Academic Press pag.
303-16 (1985), yThorpe y col., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol.
Rev. 62 (1982), 119-158.

Como se menciona, en ciertas realizaciones, se puede conjugar un resto que potencia la estabilidad o eficacia de
una molécula de unién, p. €j., un polipéptido de unién, p. €j., un anticuerpo o fragmento inmunoespecifico del mismo.
Por ejemplo, en una realizacién, PEG se puede conjugar con las moléculas de unién de la invencion para aumentar
su semivida in vivo. Leong y col., Cytokine 16 (2001), 106; Adv. in Drug Deliv. Rev. 54 (2002), 531; o Weir y col.,
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Biochem. Soc. Transactions 30 (2002), 512.
VI. Composiciones y procedimientos de uso

La presente invencidén se refiere a composiciones que comprenden la molécula de unién a a-sinucleina antes
mencionada, p. €j., anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la presente invencién o derivado o
variante del mismo, o el polinucleétido, vector o célula de la invencion. La composicion de la presente invencién
puede comprender adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Asimismo, la composicion
farmacéutica de la presente invencién puede comprender agentes adicionales tales como interleucinas o
interferones dependiendo del uso buscado de la composicién farmacéutica. Por ejemplo, para uso en el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson el agente adicional se puede seleccionar de entre el grupo compuesto por moléculas
organicas pequefas, anticuerpos anti-a-sinucleina, y combinaciones correspondientes. Por lo tanto, en una
realizacion la presente invencion se refiere al uso de la molécula de unién a a-sinucleina, p. €j., anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo de la presente invencion o de una molécula de unién que tiene
sustancialmente las mismas especificidades de unién de cualquiera de los mismos, el polinucleétido, el vector o la
célula de la presente invenciéon para la preparacion de una composicion farmacéutica o de diagndstico para el
tratamiento profilactico y terapéutico de una enfermedad sinucleinopatica o una respuesta a un tratamiento de una
enfermedad sinucleinopatica en un sujeto o para determinar el riesgo de un sujeto de desarrollar una enfermedad
sinucleinopatica.

Por lo tanto, en una realizacion la presente invencidén se refiere a un procedimiento para tratar un trastorno
neurolégico caracterizado por la acumulacion anormal y/o deposicién de a-sinucleina en el cerebro y el sistema
nervioso central, respectivamente, comprendiendo dicho procedimiento administrar a un sujeto que la necesite una
cantidad terapéuticamente efectiva de una molécula de unién anti-a-sinucleina, anticuerpo, polinucleétido, vector o
célula de la presente invencion. En ciertas realizaciones se administra NI-202.21D11 o un fragmento, variante o
derivado del mismo. El término «trastorno neuroldgico» incluye, sin caracter restrictivo, enfermedades
sinucleinopaticas tales como enfermedad de Parkinson (EP), demencia con cuerpos de Lewy (DCL), y atrofia
multisistémica (AM). A menos que se especifique otra cosa, los términos neurodegenerativo, neurolégico o
neuropsiquiatrico se usan de manera intercambiable en el presente documento.

Una ventaja particular del enfoque terapéutico de la presente invencion reside en que los anticuerpos de la presente
invencion se derivan de linfocitos B o linfocitos B de memoria de sujetos humanos de edad avanzada sin signos de
Parkinsonismo vy, por lo tanto, son, con cierta probabilidad, capaces de prevenir una enfermedad sinucleinopatica
clinicamente manifiesta, o de disminuir el riesgo de la aparicion de la enfermedad clinicamente manifiesta, o de
retrasar el inicio o evolucion de la enfermedad clinicamente manifiesta. Normalmente, los anticuerpos de la presente
invencion también han pasado por maduracion somatica con éxito, es decir, la optimizacién con respecto a la
selectividad y eficacia en la union de alta afinidad a la molécula de o-sinucleina diana por medio de la variacion
somatica de las regiones variables del anticuerpo.

El hecho de saber que dichas células in vivo, p. ej., en un ser humano, no se han activado por medio de proteinas
relacionadas u otras proteinas fisioldgicas o estructuras celulares en términos de una reaccion alérgica o
autoinmunoldgica es también de gran importancia médica ya que implica una posibilidad considerablemente
aumentada de pasar las fases de pruebas clinicas satisfactoriamente. Por asi decirlo, ya se han demostrado la
eficiencia, aceptabilidad y tolerabilidad antes del desarrollo preclinico y clinico del anticuerpo profilactico o
terapéutico en al menos un sujeto humano. Por lo tanto, se puede esperar que los anticuerpos anti-a-sinucleina
humanos de la presente invencion, tanto su eficiencia especifica de la estructura diana como agente terapéutico
como su probabilidad disminuida de efectos secundarios aumenten significativamente su probabilidad clinica de
éxito.

La presente invencién también proporciona un paquete o kit farmacéutico y de diagndstico, respectivamente, que
comprende uno o mas recipientes llenos con uno o mas de los ingredientes descritos anteriormente, p. ej., un
anticuerpo anti-a-sinucleina, fragmento, variante o derivado de unién del mismo, polinucleétido, vector o célula de la
presente invencion. Dicho recipiente o recipientes puede venir acompafado por un aviso prescrito por un organismo
gubernamental que regula la fabricacién, el uso o la venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, reflejando dicho
aviso la aprobacién por el organismo de la fabricacién, el uso o la venta para administracion en seres humanos.
Ademas, o como alternativa, el kit comprende reactivos y/o instrucciones para su uso en ensayos de diagndstico
adecuados. La composicion, p. ej., el kit de la presente invencidn es por supuesto particularmente apropiada para
evaluacioén de riesgos, diagndstico, prevencion y tratamiento de un trastorno que estd acompafado por la presencia
de a-sinucleina, y en particular aplicable para el tratamiento de enfermedad de Parkinson (EP), demencia con
cuerpos de Lewy (DCL) y atrofia multisistémica (AM).
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La composiciéon farmacéutica de la presente invencién se puede formular de acuerdo con procedimientos muy
conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (2000) por the
University of Sciences en Filadelfia, ISBN 0-683-306472. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos apropiados son
muy conocidos en la técnica e incluyen disoluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como
emulsiones de agua/aceite, diversos tipos de agentes humectantes, disoluciones estériles, etc. Las composiciones
que comprenden dichos vehiculos pueden formularse mediante procedimientos convencionales conocidos. Estas
composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto en una dosis adecuada. La administracion de las
composiciones adecuadas se pueden efectuar de diferentes maneras, p. ej., por administracion intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, intramuscular, intranasal, topica o intradérmica o por administracion espinal o cerebral.
Las formulaciones en aerosol tales como formulaciones nasales de pulverizacion incluyen disoluciones acuosas
purificadas u otras disoluciones del agente activo con agentes conservantes y agentes isotdnicos. Dichas
formulaciones se pueden ajustar a un pH y estado isotdénico compatible con las membranas mucosas nasales. Las
formulaciones para administracion rectal o vaginal se pueden presentar como un supositorio con un vehiculo
adecuado.

Ademas, si bien la presente invencion incluye el procedimiento estandar actual (aunque afortunadamente no
frecuente) de realizar un pequefio orificio en el craneo para administrar un farmaco de la presente invencién, en un
aspecto, la molécula de union, en especial el anticuerpo o farmaco basado en el anticuerpo de la presente invencion,
puede atravesar la barrera hematoencefalica, o que permite la administracion intravenosa u oral.

El régimen de dosificacion sera determinado por el médico encargado y los factores clinicos. Como se conoce bien
en la técnica médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafio
del paciente, el area de superficie corporal, edad, el compuesto particular a administrar, sexo, tiempo y via de
administracion, estado de salud general y otros farmacos administrados simultdaneamente. Las preparaciones para la
administracion parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Los
ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y
ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, disoluciones,
emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucién salina y medios tamponados. Los vehiculos
parenterales incluyen disolucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, cloruro de sodio y dextrosa, disolucion
lactica de Ringer o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen regeneradores de fluidos y nutrientes,
regeneradores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer), y similares. También puede haber
conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, sustancias antimicrobianas, antioxidantes, agentes quelantes
y gases inertes y similares. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencién puede comprender
agentes adicionales, tales como dopamina o farmacos psicofarmacoldgicos, dependiendo del uso buscado de la
composicion farmacéutica.

Ademas, una composicion farmacéutica se puede formular como una vacuna, por ejemplo, si la composicion
farmacéutica de la invencion comprende un anticuerpo anti-a-sinucleina o fragmento, derivado o variante de unién
del mismo para inmunizacién pasiva. Como se menciona en la secciéon de antecedentes, se ha informado de
especies oligoméricas de a-sinucleina extracelulares en plasma y LCR (E1-Agnaf y col., FASEB J. 20 (2006), 419-
425) y los estudios de inmunizacién pasiva en modelos de ratén de enfermedad de Parkinson muestran que los
anticuerpos monoclonales de ratdon extracelulares contra a-sinucleina pueden reducir la acumulacion de agregados
de a-sinucleina intracelular (Masliah y col., Neuron, 46 (2005), 857-868). En consecuencia, es prudente esperar que
los anticuerpos anti-a-sinucleina humanos y moléculas de unidn a a-sinucleina equivalentes de la presente invencion
son particularmente Gtiles como vacuna para la prevencion o mejora de enfermedades sinucleinopaticas tales como
EP, DCL y AM.

En una realizacion, es beneficioso usar Fab recombinante (rFab) y fragmentos monocatenarios (scFv) del anticuerpo
de la presente invencion, que podrian penetrar mas facilmente una membrana celular. Por ejemplo,Robert y col.,
Protein Eng. Des. Sel. (2008) oct. 16; S1741-0134, publicado antes en linea, describen el uso de Fab recombinante
quimérico (rFab) y fragmentos monocatenarios (scFv) del anticuerpo monoclonal WO-2 que reconoce un epitopo en
la region N-terminal de AB. Los fragmentos modificados podian (i) impedir la fibrilizacion de tipo amiloide, (ii)
desagregar las fibrillas AB1-42 preformadas, e (iii) inhibir la neurotoxicidad mediada por el oligémero AB1-42 in vitro
de manera tan eficiente como la molécula IgG entera. Las ventajas percibidas de usar formatos de anticuerpos Fab y
scFv modificados pequefios que carecen de la funcién efectora incluyen un paso mas eficiente a través de la barrera
hematoencefalica y minimizar el riesgo de desencadenar reacciones inflamatorias secundarias. Ademas, aparte de
que los anticuerpos de dominio Unico y scFv conservan la especificidad de union de los anticuerpos de longitud
completa, pueden expresarse como genes individuales e intracelularmente en células de mamiferos como
intracuerpos, con el potencial alterar el plegamiento, y producir interacciones, modificaciones o ubicacion subcelular
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de sus dianas; véase para revision, p. ej., Miller y Messer, Molecular Therapy 12 (2005), 394-401.

En un enfoque diferente Muller y col.,, Expert Opin. Biol. Ther. (2005), 237-241, describen una plataforma
tecnoldgica, conocida como «Tecnologia del superanticuerpo», que se dice que permite que los anticuerpos se
trasladen a células vivas sin dafiarse. Dichos anticuerpos que penetran en las células abren nuevas ventanas
terapéuticas y de diagndstico. El término «TransMabs» ha sido acufiado para estos anticuerpos.

Una realizacion adicional incluye la coadministracién o administracién secuencial de otros agentes neuroprotectores
utiles para tratar una enfermedad sinucleinopatica. En una realizacién, el agente adicional esta comprendido en la
composicion farmacéutica de la presente invencién. Los ejemplos de agentes neuroprotectores que se pueden usar
para tratar un sujeto incluyen, pero sin limitaciéon, un inhibidor de acetilcolinesterasa, un antagonista del receptor
glutamatérgico, inhibidores de cinasa, inhibidores de HDAC, agentes antiinflamatorios, sodio de divalproex o
cualquier combinaciéon de los mismos. Los ejemplos de agentes neuroprotectores que se pueden usar
simultdneamente con la composicion farmacéutica de la presente invencién se describen en la técnica, véase, p. €.,
la solicitud internacional WO2007/011907. En una realizacion, el agente adicional es dopamina o un agonista del
receptor de dopamina.

En una realizacion adicional de la presente invencion las moléculas de unién a a-sinucleina, en particular
anticuerpos de la presente invencion, también se pueden coadministrar o administrar antes o después de una
terapia de trasplante con trasplantes neurales o terapia de células madre utiles para tratar una enfermedad
sinucleinopatica. Dichos enfoques con trasplantes de neuronas mesencefalicas embrionarias se han llevado a cabo
en pacientes con enfermedad de Parkinson con el objetivo de reemplazar las neuronas que se pierden en la
enfermedad y restablecer la neurotransmision dopaminérgica en el cuerpo estriado. Al cabo de 11-16 afios del
postrasplante, se descubrid que las neuronas injertadas contenian cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy. Esta
propagacion de patologia de a-sinucleina desde el huésped hasta los tejidos injertados se puede prevenir con la co-
administracion de moléculas de unién a a-sinucleina, en particular de anticuerpos de la presente invencion.

Una dosis o cantidad terapéuticamente efectiva se refiere a una cantidad del principio activo suficiente para mejorar
los sintomas o la afeccién. La eficacia y toxicidad terapéutica de dichos compuestos se pueden determinar por
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, p. €., DEsy (la dosis
terapéuticamente efectiva en el 50 % de la poblacion) y DLso (la dosis letal para el 50 % de la poblacion). La relacion
de dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y se puede expresar como la relacion
DLso/DEsp. En ciertas realizaciones, el agente terapéutico en la composicion esta presente en una cantidad suficiente
para restaurar o mantener el comportamiento normal y/o propiedades cognitivas en caso de EP, DCL u otras
enfermedades sinucleinopaticas.

De lo antedicho resulta evidente que la presente invencion engloba cualquier uso de una molécula de unién a a-
sinucleina que comprende al menos una CDR de NI-202.21D11 o fragmentos, variantes o derivados del mismo, en
particular, para diagnosticar y/o tratar una enfermedad sinucleinopatica como se menciona mas arriba. La molécula
de union puede ser un anticuerpo de la presente invencion o una cadena de inmunoglobulina del mismo. Ademas, la
presente invenciéon describe anticuerpos antiidiotipicos de uno cualquiera de los anticuerpos mencionados descritos
en el presente documento. Estos son anticuerpos u otras moléculas de unién que se unen a la Unica secuencia
peptidica antigénica ubicada en una region variable de un anticuerpo proxima al sitio de unién al antigeno y son
utiles, p. €j., para detectar anticuerpos anti-a-sinucleina en la muestra de un sujeto.

En otra realizacion la presente invencion se refiere a una composicion de diagnoéstico que comprende una cualquiera
de las moléculas de unién a a-sinucleina descritas anteriormente, anticuerpos, fragmentos de unién al antigeno,
polinucledtidos, vectores o células de la invencion y medios opcionalmente apropiados para deteccion tales como
reactivos utilizados convencionalmente en procedimientos de diagndstico basados en la respuesta inmunitaria o
acido nucleico. Los anticuerpos de la invencion son, por ejemplo, adecuados para su uso en inmunoensayos donde
se pueden utilizar en fase liquida o unidos a un vehiculo de fase sdlida. Los ejemplos de inmunoensayos que
pueden utilizar el anticuerpo de la invenciéon son inmunoensayos competitivos y no competitivos en formato directo o
indirecto. Los ejemplos de dichos inmunoensayos son el radioinmunoensayo (RIA), el ensayo tipo sandwich (ensayo
inmunomeétrico), citometria de flujo y el ensayo de Western blot. Los antigenos y anticuerpos de la invencién se
pueden unir a diferentes vehiculos y usarse para aislar células especificamente unidas a los mismos. Los ejemplos
de vehiculos conocidos incluyen vidrio, poliestireno, cloruro de polivinilo, polipropileno, polietileno, policarbonato,
dextrano, nylon, amilosas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La naturaleza
del vehiculo puede ser soluble o insoluble para los fines de la invencién. Existen varias etiquetas y procedimientos
de etiquetado conocidos diferentes para los expertos en la técnica. Los ejemplos de los tipos de etiquetas que se
pueden usar en la presente invencion incluyen enzimas, radioisétopos, metales coloidales, compuestos
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fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes; véanse también las realizaciones
analizadas anteriormente en el presente documento.

Mediante una realizacion adicional, las moléculas de unién a a-sinucleina, en particular, los anticuerpos de la
presente invencion se utilizan en un procedimiento para el diagnéstico de un trastorno en un individuo obteniendo
una muestra de fluido corporal del individuo analizado que puede ser una muestra de sangre, una muestra de linfa o
una muestra de cualquier otro fluido corporal y poniendo en contacto la muestra de fluido corporal con un anticuerpo
de la presente invencién en condiciones que permitan la formacion de complejos anticuerpo-antigeno. A
continuacién se determina el nivel de dichos complejos mediante procedimientos conocidos en la técnica, un nivel
significativamente superior que el que se forma en una muestra de control que indica la enfermedad en el individuo
analizado. De la misma manera, también se puede usar el antigeno especifico unido por los anticuerpos de la
invencion. Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un inmunoensayo in vitro que comprende la molécula
de union, p. €j., anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion.

En este contexto, la presente invencion también se refiere a medios especificamente disefiados para este fin. Por
ejemplo, se puede usar una matriz basada en anticuerpos, que esté, por ejemplo, cargada con anticuerpos o
moléculas de unién al antigeno equivalentes de la presente invencidon que reconocen especificamente a-sinucleina.
El disefio de inmunoensayos de micromatrices se resume en Kusnezow y col., Mol. Cell Proteomics 5 (2006), 1681-
1696. Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a micromatrices cargadas con moléculas de union a
a-sinucleina identificadas de acuerdo con la presente invencion.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar una enfermedad
sinucleinopatica en un sujeto, comprendiendo el procedimiento:
(a) evaluar el nivel, ubicacién, conformacién o una combinacién de estos de a-sinucleina en un sujeto que ha de
ser diagnosticado con el anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de la invencion y
(b) comparar el nivel, ubicacién, conformacion o combinacién de estos de a-sinucleina en el sujeto con uno o
mas estandares de referencia derivados de una o mas muestras de control,

donde una diferencia o similitud entre el nivel, ubicacién, conformaciéon o combinacién de estos de a-sinucleina en el
sujeto y el estandar de referencia indica si el sujeto padece una enfermedad sinucleinopatica.

El sujeto que ha de ser diagnosticado puede ser asintomatico o preclinico para la enfermedad. El estandar de
referencia puede ser de un paciente con una enfermedad sinucleinopatica, por ejemplo, EP, DCL o AM, donde una
similitud entre el nivel, ubicacién, conformacién o combinacién de estos de a-sinucleina en el sujeto que ha de ser
diagnosticado y el estandar de referencia indica que el sujeto que ha de ser diagnosticado padece una enfermedad
sinucleinopatica. Como alternativa, o adicionalmente un estandar de referencia se deriva de un sujeto que no
padece una enfermedad sinucleinopatica. En ciertas realizaciones, el sujeto que ha de ser diagnosticado y el
estandar o estandares de referencia tienen la misma edad. El analisis se puede llevar a cabo in vivo o mediante una
muestra aislada del sujeto que ha de ser diagnosticado, p. €j., cualquier fluido corporal que se sospeche contiene a-
sinucleina, por ejemplo, una muestra de sangre, LCR u orina.

El nivel, ubicacion y/o conformacion de a-sinucleina se puede evaluar mediante cualquier procedimiento apropiado
en la técnica que comprende, p. ej., analizar a-sinucleina mediante una o mas técnicas escogidas de Western blot,
immunoprecipitacion, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), clasificacion
celular activada por fluorescencia (FACS), electroforesis en gel bidimensional, espectroscopia de masas (MS),
tiempo de vuelo de desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI-TOF), tiempo de vuelo de
desorcion/ionizacién por laser de superficie (SELDI-TOF), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC), cromatografia liquida multidimensional (LC) seguida de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS), y densitometria laser. El diagnéstico por imagen in vivo de a-
sinucleina puede comprender tomografia de emision de fotones (PET), tomografia de emisién de foton Unico
(SPECT), infrarrojo cercano (NIR) imagenes 6pticas o imagen por resonancia magnética (MRI).

Los procedimientos para diagnosticar una enfermedad sinucleinopatica tal como EP, DCL o AM, monitorizar el
avance de una enfermedad sinucleinopatica, y monitorizar una enfermedad sinucleinopatica que utiliza anticuerpos y
medios relacionados que se pueden adaptar de acuerdo con la presente invencion también se describen en la
solicitud internacional WO2007/011907. De manera similar, los procedimientos de deteccion basados en anticuerpos
para a-sinucleina se describen en las solicitudes internacionales W099/50300,W02005/047860, WO2007/021255 y
W02008/103472. Estos procedimientos se pueden aplicar como se describe pero con un anticuerpo especifico de a-
sinucleina, fragmento, derivado o variante de unién de la presente invencion.
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Estas y otras realizaciones se describen y estan incluidas en la descripcion y los ejemplos de la presente invencion.
Se puede conseguir bibliografia adicional sobre cualquiera de los materiales, procedimientos, usos y compuestos
que han de utilizarse de acuerdo con la presente invencion en bibliotecas publicas y bases de datos, utilizando, por
ejemplo, dispositivos electronicos. Por ejemplo, puede utilizarse la base de datos publica «Medline», que aloja el
Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica de los Estados Unidos y/o la Biblioteca Nacional de Medicina de
los Estados Unidos en los Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos. Las bases de datos y direcciones
web adicionales, tales como las del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI), que forma parte del Laboratorio
Europeo de Biologia Molecular (EMBL) son conocidas por los expertos en la técnica y también se pueden obtener
usando motores de busqueda de Internet. En Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364, se ofrece una descripcion
general de informacién de patentes en biotecnologia y un estudio de fuentes pertinentes de informaciéon sobre
patentes util para la busqueda retrospectiva y para conciencia actual.

En términos generales, la descripcion anterior describe la presente invencion. A menos que se indique otra cosa, un
término como se usa en el presente documento da la definiciéon tal y como la proporciona el diccionario Oxford
Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, Oxford University Press, 1997, revisado en 2000 y reimpreso en
2003, ISBN 0 19 850673 2. Se citan varios documentos a lo largo del texto de esta memoria descriptiva.

Los ejemplos que se incluyen a continuacion aclararan aun mas lo arriba explicado, y se proporcionan en el presente
documento unicamente con fines ilustrativos.

EJEMPLOS

Los ejemplos que se incluyen a continuacion ilustran adicionalmente la invencion. Los siguientes experimentos de
los Ejemplos se ilustran y se describen con respecto a los anticuerpos NI-202.21D11 y NI-202.12F4 (en el Ejemplo
1) clonados, es decir, que contienen mutaciones inducidas por cebadores en los extremos N-terminal propiamente
dichos de las regiones variables de Ig de marco 1 y sin ajustarse a las secuencias de la linea germinal (GL) de
cadenas pesadas y ligeras variables humanas; véase Figura 1. Estos anticuerpos se expresaron como moléculas
IgG1 humanas.

Materiales y procedimientos

En la bibliografia citada se pueden encontrar descripciones detalladas de procedimientos convencionales, tales
como los que se emplean en el presente documento. A menos que se indique lo contrario, la identificacion de
linfocitos B especificos de a-sinucleina y la clonacién molecular de anticuerpos de a-sinucleina que muestran
especificidad de interés asi como su expresion recombinante y caracterizacion funcional se ha llevado a cabo o se
puede llevar a cabo como se describe en los Ejemplos y la seccion de Procedimientos complementarios de la
solicitud internacional PCT/EP2008/000053 publicada como W02008/081008 y del documento PCT/EP2009/009186
publicado como W02010/069603.

Purificacion de antigeno

Se obtuvo His-a-sinucleina mediante expresién recombinante en Escherichia coli y posterior purificacion utilizando
precipitacion inducida por calor, y cromatografia de afinidad a niquel, de intercambio aniénico y de exclusion por
tamafio.

Por ejemplo, un constructo de ADN que comprende a-sinucleina codificante de ADNc bajo el control del promotor de
T7 se utilizé para transformar una cepa de Escherichia coli apropiada tal como BL21(DE3) y se indujo la expresion
de 200 ml de cultivo celular mediante la adiciéon de isopropil 3-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 1mM. Las células se
cultivaron después de 4 horas de induccion a 37 °C y a continuacion se volvieron a poner en suspension en 20 ml de
Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 8, seguido de sonificacion. Después de 15 minutos de ebullicion, se recogi6 el
sobrenadante resistente al calor centrifugando a 17.000 g. De manera similar, se recogi6é el sobrenadante resistente
al calor centrifugado a 17.000 g de falsoEscherichia coli. Después de que el sobrenadante resistente al calor
centrifugado a 17.000 g (20 ml) de Escherichia coli que expresa a-sinucleina marcada con His se ajusto a Tris
50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, pH 8, se cargd en una columna de HisTrap HP 1ml (GE Life Science) y se
eluyé HIS-a-sinucleina con un gradiente de imidazol 30-500 mM. Las fracciones que contenian HIS-a-sinucleina se
agruparon y a continuacioén se diluyeron 1:10 con Tris 50 mM pH 8. Las fracciones agrupadas diluidas se aplicaron a
una columna HiTrap Q HP 1ml (GE Life Science) y las proteinas unidas se eluyeron en un gradiente de NaCl 30-
1.000 mM. Para terminar, los eluatos que contenian HIS-a-sinucleina se purificaron adicionalmente utilizando
filtracion en gel de alto rendimiento (Superdex 200 10/300 GL). Este procedimiento de purificacion produce HIS-a-
sinucleina con un grado de pureza de alrededor de 99 % de acuerdo con la estimacion mediante tincion con
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Coomassie y SDS-PAGE. La concentracion de proteina purificada se determind utilizando un ensayo de BCA
(Pierce).

Cribado de anticuerpo de a-sinucleina

Microplacas de 96 pocillos en mitad del area (Corning) se revistieron con HIS-a-sinucleina purificada o a-sinucleina
(Péptido R) a una concentracion estandar de 2 pg/ml en tampén de revestimiento (PBS pH 9,6) durante la noche a
4 °C. Las placas se lavaron en PBS-T pH 7,6 y los sitios de union no especificos se bloquearon durante 1 hora a TA
con PBS-T que contenia BSA al 2 % (Sigma, Buchs, Suiza). El medio acondicionado de linfocitos B se preabsorbid
durante 1 hora a TA con 10 % de proteinas de E. coli resistentes al calor en BSA al 1 %. Esta etapa de preabsorcion
se habia desarrollado después de que en varios intentos previos de cribado ELISA no fue posible identificar
anticuerpos especificos de a-sinucleina humana. Por lo tanto, afortunadamente resulté que la preabsorcién de la
placa de ELISA con proteinas de E. coli resistentes al calor excluye el cribado para resultados de falso positivo tales
como anticuerpos pegajosos y anticuerpos dirigidos contra contaminaciones por proteinas de E. coli probablemente
presentes en muestras de a-sinucleina recombinante purificada. A continuacion, el medio preabsorbido se transfirio
desde placas de cultivo de linfocitos B de memoria a placas de ELISA y se incubd durante 2 horas a TA. Las placas
de ELISA se lavaron con PBS-T y después se incubaron con anticuerpos policlonales de IgG (especificos del
fragmento Fcy) anti-humanos de burro conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP). Después de lavar con
PBS-T, la unién de anticuerpos humanos se determind por medicion de la actividad de HRP en un ensayo
colorimétrico estandar.

Clonacién molecular de anticuerpos de a-sinucleina

Se obtuvieron muestras que contenian linfocitos B de memoria de voluntarios mayores de 60 afios. Todo los
voluntarios tenian en comuin que no presentaban ningun signo de Parkinsonismo. Los linfocitos B vivos de cultivos
de linfocitos B de memoria seleccionados se recogieron y se prepar6 ARNm. A continuacién se obtuvieron
secuencias de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina utilizando cebadores especificos de Ig-marco 1 para
todas las familias de cadena pesada y ligera variables humanas como cebadores 5' en combinacién con cebadores
especificos para todos los segmentos J humanos (cadena pesada y ligera kappa) y segmentos C (cadena ligera
lambda) como cebadores 3’ (Marks y col., Mol. Biol. 222 (1991), 581-597;de Haard y col., J. Biol. Chem. 26 (1999),
18218-18230).

La identificacion del clon de anticuerpo con la especificidad deseada se realizd6 por medio del nuevo cribado en
ELISA tras la expresion recombinante de anticuerpos completos. La expresion recombinante de anticuerpos IgG2a
quiméricos o anticuerpos IgG1 humanos completos se logré tras la insercion de las secuencias de cadena pesada y
ligera variables «en el marco de lectura adecuado» en vectores de expresion que complementaban la secuencia de
region variable con una secuencia que codificaba un péptido lider en el extremo 5' y en el extremo 3' con una
secuencia que codificaba el uno o0 mas dominios constantes apropiados. A estos efectos, los cebadores contenian
sitios de restriccion disefiados para facilitar la clonacion de las secuencias de cadena pesada vy ligera variables en
vectores de expresion de anticuerpos. Las inmunoglobulinas de cadena pesada se expresaron insertando el
producto RT-PCR de cadena pesada de inmunoglobulina en marco en un vector de expresién de cadena pesada
que llevaba un péptido sefal y los dominios constantes de inmunoglobulina gama 1 humana o inmunoglobulina
gama 2a de ratén. La inmunoglobulina de cadena ligera kappa se expresod insertando el producto RT-PCR de
cadena ligera kappa de NI-202.21D11 en marco en un vector de expresion de cadena ligera que proporcionaba un
péptido sefial y el dominio constante de inmunoglobulina de cadena ligera kappa humana.

Los anticuerpos monoclonales recombinantes funcionales se obtuvieron tras la cotransfeccion en células HEK293 o
CHO (o cualquier otra linea celular receptora apropiada de origen humano o de ratén) de un vector de expresion de
cadena pesada de Ig y un vector de expresién de cadena ligera de Ig kappa o lambda. El anticuerpo monoclonal
humano recombinante se purificd posteriormente a partir del medio acondicionado usando purificacion de columna
de proteina A estandar.

Anticuerpos

El anticuerpo de pan sinucleina Syn211 (Sigma) se utilizé de acuerdo con el protocolo del fabricante. El anticuerpo
de a-sinucleina humana recombinante NI-202.21D11 es un anticuerpo de la presente invencion y NI202.12F4 se
describe en la publicacion internacional WO 2010/069603 A1; véase mas arriba. Se expresaron en células HEK293
o CHO y a continuacién se utilizaron directamente medios acondicionados en aplicaciones posteriores a menos que
se especificara lo contrario.
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Ensayo ELISA directo

Los antigenos se revistieron en la concentracion indicada en PBS pH 9,6 en microplacas de 96 pocillos en mitad del
area (Corning) durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron en PBS-T pH 7,6 y se bloquearon sitios de unién no
especificos durante 1 hora a TA con PBS-T que contenia BSA al 2 % (Sigma). A continuacion, las sondas
(anticuerpos primarios) se transfirieron a pocillos y se incubaron durante 2 horas a TA. Después del lavado en PBS-T
pH 7,6, los pocillos se incubaron con anticuerpos secundarios anti-humanos policlonales conjugados con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (para anticuerpos recombinantes humanos), anticonejo (para anticuerpo de pan sinucleina)
o antirratén (para LB509 o Syn211) durante 1 hora a TA. Después de un lavado riguroso en PBS-T, la unién de las
sondas se determind por medicion de la actividad de HRP en un ensayo clorimétrico estandar utilizando 3,3',5,5'-
tetrametilbifenil-4,4'-diamina (Sigma) como sustrato cromogénico.

Escaneo de péptidos para mapeo de epitopos

La secuencia entera de a-sinucleina humana se sintetiz6 como péptidos solapantes, con longitudes de 15
aminoacidos (aa) y un solapamiento de 11 aa, acoplados mediante un enlazador flexible a membrana de celulosa
(JPT, Berlin, Alemania). Una membrana que comprende un total de 33 péptidos se aclar6 en metanol y a
continuacién se bloqued con Rotiblock (Roth, Karlsruhe, Alemania). La membrana se incubé con anticuerpos
indicados diluidos en disolucion bloqueante y a continuacion con anticuerpo secundario etiquetado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) durante 1 hora. Entre las incubaciones, la membrana se lavé 3 veces con PBS-T durante 5
minutos. A continuacién, la membrana se desarrollé utilizando ECL mas reactivos de deteccion de Western Blotting
(GE Healthcare).

Ejemplo 1: El anticuerpo de a-sinucleina derivado de seres humanos NI-202.21D11 es selectivo para a-
sinucleina humana

a-,B- y y-sinucleina son proteinas altamente homélogas que estan predominantemente expresadas en el sistema
nervioso, musculo esquelético y corazén. La a-sinucleina esta estrechamente ligada a un amplio espectro de
enfermedades del SNC mientras que la B-sinucleina puede ser una proteina neuroprotectora. Por lo tanto, la
invencién proporciona anticuerpos terapéuticos contra variantes de a-sinucleina patolégica que no tienen reaccion
cruzada con - y y-sinucleina. Para apoyar el potencial uso terapéutico de NI-202.21D11, el anticuerpo se analizé
para determinar unién a a-, #- y y-sinucleina en un ensayo ELISA directo. Las a-, 3- y y-sinucleinas recombinantes
se revistieron en placas de ELISA en concentraciones iguales y a continuaciéon o bien se incubaron con NI-
202.21D11 recombinante o con un anticuerpo de pan sinucleina de control. El anticuerpo de pan-sinucleina detecta
las tres proteinas de sinucleina pero NI-202.21D11 muestra unién selectiva para a-sinucleina (Fig. 2a).

La a-sinucleina humana y de ratén son proteinas altamente conservadas. Para sondear si el NI-202.21D11
recombinante preferentemente se unia a a-sinucleina humana vs murina, se revistieron a-sinucleina humana o
murina recombinantes marcadas con His en placas de ELISA en concentraciones iguales y a continuacién se
analizaron para determinar uniéon a NI-202.21D11 y NI-202.12F4 (Fig 2b). NI-202.21D11 detecta Unicamente a-
sinucleina humana mientras que NI-202.12F4 detecta tanto a-sinucleina humana como murina en este ensayo
ELISA directo (véase la publicacion del PCT N.° WO 2010/069603 A1). En conjunto, estos datos demuestran que NI-
202.21D11 es altamente selectivo para a-sinucleina humana.

Ejemplo 2: NI-202.21D11 muestra unién preferente a a-sinucleina humana en concentraciones de
revestimiento elevadas sefalando un epitopo conformacional

La concentracion efectiva media maxima (CE50) que indica la potencia de NI-202.21D11 se determin6 para
concentraciones de revestimiento bajas y elevadas de a-sinucleina recombinante utilizando un ensayo ELISA directo
de o-sinucleina. Se observo alta afinidad de union de NI-202.21D11 recombinante con una CE50 de (1200 pM para
concentraciones de revestimiento elevadas de proteina a-sinucleina (20 pg/ml). Con concentraciones mas bajas de
a-sinucleina, se observé una disminucion marcada de afinidad (Fig. 3). Estas caracteristicas muestran un fuerte
contraste respecto del anticuerpo disponible en el mercado syn211 que también detecta un epitopo en el dominio C-
terminal de a-sinucleina. Este dato sugiere que NI-202.21D11 prefiere un epitopo que esta formado o expuesto en
condiciones de alta densidad como las que se dan en especies de a-sinucleina de alto peso molecular.

Ejemplo 3: NI-202.21D11 recombinante se une a especies de a-sinucleina patolégica en el cerebro.

La wunion de NI-202.21D11 a o-sinucleina humana se caracterizé adicionalmente mediante tincion
inmunohistoquimica de secciones del cerebro de ratones transgénicos con a-sinucleina y de un paciente con una
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sinucleinopatia neuropatolégicamente confirmada (demencia con cuerpos de Lewy). NI-202.21D11 mostré tincién
prominente de cuerpo de Lewy y neurita de Lewy como inclusiones en secciones de parafina tratadas con proteinasa
K de tejido cerebral de ratones transgénicos que sobreexpresaban a-sinucleina humana A53T (Fig. 4a). No se
detecto tincion de NI202-21D11 en secciones del cerebro de ratones de tipo salvaje apoyando el hecho de que NI-
202.21D11 es especifico para a-sinucleina humana (Fig. 4b). NI-202.21D11 también detectdé a-sinucleina patolégica
en tejido cerebral humano de un paciente con demencia con cuerpos de Lewy (Fig. 4c). Estos resultados muestran
que el anticuerpo derivado de seres humanos NI-202.21D11 detecta a-sinucleina patoldgica en el cerebro.

Ejemplo 4: Mapeo del epitopo del anticuerpo especifico de a-sinucleina derivada de seres humanos NI-
202.21D11 a un epitopo dentro del dominio de extremo C-terminal de a-sinucleina humana.

La a-sinucleina es una proteina no plegada de manera nativa de 140 aminoacidos (aa) de longitud que esta
compuesta por tres dominios. Estos son la regién de repeticién anfipatica N-terminal (aa 1-60), la region central (aa
61-95) y la regidon acida C-terminal (aa 96-140). (A) Para una comprension inicial del dominio de unién de NI-
202.21D11, se analizaron truncamientos de a-sinucleina recombinante para determinar uniéon de NI-202.21D11 en
un ensayo ELISA directo. Los truncamientos de a-sinucleina recombinante de los residuos 1-60, 1-95, 61-140 y 96-
140 se revistieron en placas de ELISA y a continuacién se incubaron con NI-202.21D11 recombinante. La unién de
NI-202.21D11 solo se observé a truncamientos de a-sinucleina 61-140 y 96-140 demostrando que NI-202.21D11 se
une al dominio acido C-terminal de a-sinucleina (Fig. 5a).

Para comprender la secuencia de reconocimiento de NI-202.21D11 con mayor detalle, NI-202.21D11 se analiz6 para
determinar la unién a péptidos 15-mero lineales solapantes que cubren la secuencia de aminoacidos de a-sinucleina
humana completa. Los péptidos adyacentes compartian un solapamiento de 11 residuos y se descubrieron péptidos
en extremo C-terminal en una membrana de apoyo de celulosa. NI-202.21D11 se unié a tres péptidos solapantes, a
saber, residuos 109-123 (B08), 113-127 (B09) y 117-131 (B10) de a-sinucleina humana (Fig. 5b). Este resultado
sugiere que la secuencia de reconocimiento minima dentro del extremo C-terminal de a-sinucleina requerida para
unién de NI-202.21D11 es PVDPDNE (117-123). En particular, NI-202.21D11 se uni6é al péptido B10 ligeramente
menos que a los péptidos BO8 y B09. Por lo tanto, los residuos 113-117 dentro de a-sinucleina pueden influenciar en
la unién de NI-202.21D11.

Casi no se observo union de NI-202.21D11 a a-sinucleina de ratén en un ensayo ELISA directo (Fig. 2B). El
alineamiento de secuencias de la secuencia de epitopo determinado de NI-202.21D11 (PVDPDNE) con la secuencia
murina correspondiente (PVDPGSE) sugiere que D121 y N122 son aminoacidos clave para selectividad de NI-
202.21D11 para a-sinucleina humana vs murina. Para confirmar el papel clave de D121/N122, se produjo a-
sinucleina humana mutada recombinante D121G/N122S y se analizé para determinar unién de N1202.21D11 en un
ensayo ELISA directo. Como se muestra en la Figura 5c, NI-202.21D11 casi no mostr6 union a a-sinucleina humana
D121G/N122S en comparacion con a-sinucleina humana de tipo salvaje (wt). Un anticuerpo de pan-sinucleina de
control se utilizé como control de normalizacién para revestimiento parejo de proteinas de sinucleina.

Estos resultados muestran que NI-202.21D11 es un anticuerpo de a-sinucleina derivado de seres humanos que
detecta un epitopo en el extremo C-terminal (residuos 117-123) dentro de a-sinucleina humana y que los
aminoacidos D121/N122 contribuyen a selectividad de a-sinucleina humana vs murina.
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10

15

20

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 140
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> alfa-sinucleina

<400> 1

<210> 2
<211> 140
<212> PRT

ES 2699 801 T3

Met

Ala

Thr

Val

Asn

65

Thr

Lys

Leu

Ser

Asp

Ala

Lys

His

50

Vval

Val

Asp

Glu

Glu
130

<213> Mus musculus

<220>

<223> alfa-sinucleina

<400> 2

Val

Ala

Glu

35

Gly

Gly

Glu

Gln

Asp
115

Glu

FPhe

Glu

20

Gly

Val

Gly

Gly

Leu
100

Met

Gly

Met

Lys

Val

Ala

Ala

Ala

85

Gly

Pro

Tyr

Lys

Thr

Leu

Thr

val

70

Gly

Lys

Val

Gln

Gly

Lys

Tyr

Val

55

val

Ser

Asn

Asp

Asp
135

Leu

Gln

Val

40

Ala

Thr

Ile

Glu

Pro
120

Tyr

42

Ser

Gly

25

Gly

Glu

Gly

Ala

Glu
105

Asp

Glu

Lys

10

val

Ser

Lys

val

Ala

20

Gly

Asn

Pro

Ala

Ala

Lys

Thr

Thr

15

Ala

Ala

Glu

Glu

Lys

Glu

Thr

Lys

60

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala
140

Glu

Ala

Lys

45

Glu

Vval

Gly

Gln

Tyr
125

Gly

Ala

30

Glu

Gln

Ala

Phe

Glu
110

Glu

Val
15

Gly

Gly

Val

Gln

Val

95

Gly

Met

Val

Lys

Val

Thr

Lys

80

Lys

Ile

Pro



10

Met

Ala

Thr

Val

Asn

65

Thr

Lys

Leu

Ser

<210> 3
<211> 134
<212> PRT

Asp

Ala

Lys

His

50

Val

Val

Asp

Glu

Glu
130

<213> Homo sapiens

<220>

<223> beta-sinucleina

<400> 3

Val

Ala

Glu

35

Gly

Gly

Glu

Gln

Asp

115

Glu

Phe

Glu

20

Gly

val

Gly

Gly

Met

100

Met

Gly

ES 2699 801 T3

Met

Lys

val

Thr

Ala

Ala

85

Gly

Pro

Tyr

Lys

Thr

Leu

Thr

Val

70

Gly

Lys

val

Gln

Gly

Lys

Tyr

val

55

Val

Asn

Gly

Asp

Asp
135

Leu

Gln

val

40

Ala

Thr

Ile

Glu

Pro

120

Tyr

43

Ser

Gly

25

Gly

Glu

Gly

Ala

Glu

105

Gly

Glu

Lys

10

val

Ser

Lys

Val

Ala

90

Gly

Ser

Pre

Ala

Ala

Lys

Thr

Thr

75

Ala

Tyr

Glu

Glu

Lys

Glu

Thr

Lys

60

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala
140

Glu

Ala

Lys

45

Glu

Val

Gly

Gln

Tyr
125

Gly

Ala

30

Glu

Gln

Ala

Phe

Glu

110

Glu

Val

15

Gly

Gly

val

Gln

Val

95

Gly

Met

Val

Lys

val

Thr

Lys

80

Lys

Ile

Pro



10

Met

Ala

Thr

Val

His

65

Thr

Glu

Glu

Glu

<210>4

<211>127
<212> PRT

Asp

Ala

Lys

Gln

50

Leu

Gly

Val

Pro

Tyr
130

<213> Homo sapiens

<220>

Val

Ala

Glu

35

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

115

Glu

<223> gamma-sinucleina

<400> 4

Met Asp Val

1

Gly Ala Vval

Thr Lys Glu

35

Val Gln Ser

50

Phe

Glu

20

Gly

Val

Gly

Val

Gln

100

Gly

Pro

Phe

Glu

20

Gly

val

ES 2699 801 T3

Met

Lys

val

Ala

Ala

Lys

85

Glu

Glu

Glu

Lys

Lys

Val

Thr

Lys

Thr

Leu

Ser

Val

70

Arg

Ala

Ser

Ala

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Lys

Tyr

val

55

Phe

Glu

Ala

Tyr

Gly

Lys

Tyr

val
55

Leu

Gln

val

40

Ala

Ser

Glu

Glu

Glu
120

Phe

Gln

Val

40

Ala

44

Ser

Gly

25

Gly

Glu

Gly

Phe

Glu

105

Asp

Ser

Gly

25

Gly

Glu

Met

10

Val

Ser

Lys

Ala

Pro

30

Pro

Prc

Tle

10

val

Ahla

Lys

Ala

Thr

Lys

Thr

Gly

75

Thr

Leu

Pro

Ala

Thr

Llys

Thr

Lys

Glu

Thr

Lys

60

Asn

Asp

Ile

Gln

Lys

Glu

Thr

Lys
60

Glu

Ala

Arg

45

Glu

Ile

Leu

Glu

Glu
125

Glu

Ala

Lys

45

Glu

Gly

Ala

30

Glu

Gln

Ala

Lys

Pro

110

Glu

Gly

Ala

30

Glu

Gln

Val

15

Glu

Gly

Ala

Ala

Pro

95

Leu

Tyr

Val

15

Glu

Asn

Ala

Val

Lys

val

Ser

Ala

80

Glu

Met

Gln

Val

Lys

Val

Asn
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15

20

25

Ala
65

Thr

Lys

Lys

<210> 5
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Val

Val

Glu

Glu

Ser

Glu

Asp

Lys
115

Glu

Glu

Leu

100

Glu

ES 2699 801 T3

Ala

Ala

85

Arg

Glu

Val Val Ser Ser

70

Glu Asn Ile Ala

Pro Ser Ala Pro

105

val Ala Glu Glu

120

Val

Val

80

Gln

aAla

Asn

75

Thr

Gln

Gln

Thr

Ser

Glu

Ser

<223> NI-202.12F4-VHAIb (secuencia de cadena pesada variable VHA1b)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(35)
<223> CDR1
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (50)..(68)
<223> CDR2
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (101)..(102)

<223> CDR3
<400> 5

Glu

Ser

Trp

Ala

Pro
65

Leu

Tyr

Ser

val

Leu

Met

Arg

50

val

Tyr

Cys

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Glu

Leu

Thr

Leu

Leu
20

Trp

Lys

Gly

Gln

Ser
100

val

Ser

val

Ser

Arg

Met
85

Ala

Gln

Cys

Arg

Thr

Phe
70

Asn

His

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Ile

Ser

Trp

Gly

Val

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Gly

45

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Gln
105

Gly
10

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr
%0

Gly

Leu

Phe

Gln

Thr

Asp
75

Glu

Thr

val

Asp

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Leu

Val Ala Thr Lys

80

Gly Val Val Arg

95

Gly Glu Ala Ser

110

Gly Gly Asp

125

Glu

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Thr

val

Pro

Glu

30

Gln

Tyr

Arg

Ala

Thr
110

Gly
15

Lys

Trp

Ala

Asn

Val
95

val

Gly

Ala

val

Ala

Met
80

Tyr

Ser
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15

20

25

30

35

<210>6

<211>5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VHA1b CDR1
<400> 6

<210>7

<211>19

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VHA1b CDR2
<400>7

Arg Ile Lys Ser Thr Ala Asp Gly Gly Thr Thr Ser Tyr Ala Ala Pro

1

Val Glu Gly

<210> 8

<211>2

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VHAb CDR3
<400> 8

<210> 9
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> NI-202.12F4-VHA1b-GL (alineada con la secuencia de linea germinal)

<400> 9

5

ES 2699 801 T3

Lys Ala Trp Met Ser

1

Ala His
1

46

10

5

15



ES 2699 801 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Glu Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Asp Phe Glu Lys Ala
20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Gln Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Lys Ser Thr Ala Asp Gly Gly Thr Thr Ser Tyr Ala Ala
50 55 60

Pro Val Glu Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asp Ser Arg Asn Met
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

Tyr Cys Thr Ser Ala His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Vval Ser
100 105 110

Ser

<210> 10

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VLa1
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (23)..(33)

<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (49)..(55)

<223> CDR2

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (88)..(98)

<223> CDR3

<400> 10

47
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15

20

25

30

35

Gln Ser Val Leu
1
Thr Ala Arg Ile
20
His Trp Tyr Gln
35
Lys Asp Ser Glu
50
Ser Ser Gly Thr
65
Asp Glu Ala Asp
Glu Vval Phe Gly
100
<210> 11
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> NI-202.12F4-VLa1 CDR1
<400> 11

ES 2699 801 T3

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Ser

Glu

25

Lys

Val

Thr

Ser

Leu
105

Val

10

Ala

Ala

Pro

Ile

Pro

20

Thr

Ser

Leu

Pro

Glu

Thr

75

Asp

val

val

Pro

val

Arg

60

Gly

Ser

Leu

Ser

Met

Ile

45

Phe

val

Thr

Pro

Gln

30

Vval

Ser

Gln

Asn

Ser Gly Glu Ala Leu Pr¢ Met Gln Phe Ala His

1

<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VLa1 CDR2
<400> 12

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.12F4-VLa1 CDR3
<400> 13

5

10

Lys Asp Ser Glu Arg Pro Ser

1

5

Gln Ser Pro Asp Ser Thr Asn Thr Tyr Glu Val

1

<210> 14
<211> 108
<212> PRT

5

48

10

Gly

15

Phe

Val

Gly

Ala

Thr
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Tyr
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20

25

<213> Atrtificial
<220>

ES 2699 801 T3

<223> NI-202.12F4-VLa1-GL (alineada con la secuencia de linea germinal)

<400> 14

Ser
1

Thr

His
35

Lys
50

Ser
65

Asp

Glu val

<210> 15

<211> 124

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VH
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(35)

<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (50)..(66)

<223> CDR2

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (99)..(113)
<223> CDR3

<400> 15

Tyr Glu

Ala Arg

Trp Tyr

Asp Ser

Ser Gly

Glu Ala

Phe

Leu

Ile

20

Gln

Glu

Thr

Asp

Gly
100

Thr Gln
5

Pro Pro Ser

Thr Glu

25

Cys Ser Gly

Gln Arg Pro Gly

40

Lys

Ser Val

55

Arg Pro Gly

Thr Ala

70

Thr Leu Thr

Tyr Gln Ser

85

Tyr Cys

Gly Gly Thr Leu

105

Lys

49

val Ser
10

Ala Leu

Ala Pro

FPro Glu

Ile Thr

75

Pro
30

Asp

Thr val

val Ser

Pro Met

Val Tle

45

Arg Phe

60

Gly val

Thr

Ser

Leu

Pro

Gln

Val

Ser

Gln

Asn

Gly

15

Phe

Val

Gly

Ala

Thr
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

Tyr
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15

20

25

Val

Val

Met

Trp

Asp

Glu

Arg

Trp

Gln

Lys

His

35

Ile

aArg

Leu

Glu

Gly
115

Leu

val

Trp

Asn

val

Ser

Glu

100

Gln

<223> NI-202.21D11-VH CDR1

5

<223> NI-202.21D11-VH CDR2

ES 2699 801 T3

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Asp

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

His

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Asn

Gly

Ala

Lenu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

Pro

Lys

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Arg

Thr

Asp

20

Gly

val

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

15

Thr

Ser

Ser

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Tyr

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Leu

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ile

Tyr

95

Met

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Lys Arg Lys Tyr Ser Gln Lys Phe Gln

Glu
1
Ser
Ala
Gly
Gln
65
Met
Ala
val

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<400> 16

Asn Tyr Ala Met His

1

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<400> 17
1
ASP

<210> 18

<211>15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VH CDR3

<400> 18

5

50

10

15
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15

20

<210> 19
<211> 372

<212> ADN

ES 2699 801 T3

Glu Glu Asp His Ala Gly Ser Gly Ser Tyr Leu Ser Met Asp Val
15

1

<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VH

<400> 19

gaggtgcage
tcctgecaagy
cccggacaaa
tcacagaagt
atggagctga
gatcacgctg

accgteteet

<210> 20
<211> 124
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

tggtggagtc
cttctggata
ggcttgagtyg
tccaggacag
gcagcctggg
gttcggggag

cg

5

tggggctgag
caccttcact
gatgggatgyg
agtcaccatt
atctgaagac

ttacctcagt

gtgaagaage
aactatgcta
atcaacgetg
aacagggaca
acggctgtat

atggacgtct

10

ccggggecte
tgcattgggt
gcaatggtaa
catccgegag
attactgtge

ggggccaagg

agtgaaggtt
gcgccaggec
gagaaaatat
cacaatctac
gagagaggag

aaccctggtc

<223> NI-202.21D11-VH-GL (corregida de acuerdo con la secuencia de linea germinal)

<400> 20

Gln val

1

Ser Val

Ala Met

Gly

Trp

Gln Leu

val
20

Lys

His
35

Trp

IJle Asn

50

Gln Asp Arg Val

65

Met

Ala Arg

val

Glu

Trp

Leu Ser

Glu Glu

100

Gly Gln

115

val
5

Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Ala Gly Asn

55

Thr Ile

70

Asn

Ser
85

Leu Gly

Asp His Ala

Gly Ser Thr

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly

Lys

Arg Asp

Ser

Ser
105

Gly

val
120

51

Glu val
10

Gly

Gly

Arg

Thr

Glu Asp

90

Gly

Thr val

Tyr Thr

Gln Arg

Lys Lys

Phe

Leu

Pro Gly

15
Thr Asn

30

Glu Trp

45

Lys Tyr

60

Ser Ala
75

Thr Ala
Ser

Tyr

Ser Ser

Ser

Ser

val

Leu

Gln Lys

Thr Ile

Tyr Tyr

95

Ser Met
110

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

60

120

180

240

300

360

372



ES 2699 801 T3

<210> 21

<211> 372

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VH-GL
<400> 21

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ccggggcctc agtgaaggtt 60
tcctgecaagg cttctggata caccttcact aactatgcta tgcattgggt gecgecaggec 120
coccggacaaa ggcttgagtg gatgggatgg atcaacgetg geaatggtaa gagaaaatat 180
tcacagaagt tccaggacag agtcaccatt aacagggaca catccgcgag cacaatctac 240
atggagetga geagcoctggyg atctgaagac acggcetgtat attactgtge gagagaggag 300
gatcacgctg gttcggggag ttacctcagt atggacgtct ggggccaagg aagcacggtc 360

accgtectecet cg 372

<210> 22

<211> 113

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VK
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (26).. (40)

<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (56)..(63)

<223> CDR2

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (95)..(103)
<223> CDR3

<400> 22

52
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15

20

25

30

Val

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Thr

Tyr

Val

Ala

Asn

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Met

Thr

20

Lys

Leu

Fhe

Leu

Ser
100

<223> NI-202.21D11-VK CDR1

ES 2699 801 T3

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

val

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

15

val

Gly

Ala

Asn

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

His

Val

Thr

80

Gln

Ile

Lys Ser Ser Gln Asn Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu

<223> NI-202.21D11-VK CDR2

Asp
1
Glu
Ser
Pro
Pro
65
Ile
Tyr
Lys

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<400> 23
1

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<400> 24

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VK CDR3

<400> 25

5

Ala

10

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1

53

5

15
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20

25

<210> 26
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gln Gln Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu Thr

1

ES 2699 801 T3

5

<223> NI-202.21D11-VK-GL (corregida de acuerdo con la secuencia de linea germinal)

<400> 26

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala

1

Glu Arg Ala Thr

20

Ser Asn Asn Lys

Pro Pro Lys

35

Leu

50

Pro Asp Arg Phe

65

Ile

Thr Ser Leu

Tyr Tyr Ser Ser

<210> 27
<211> 339
<212> ADN

Lys

<213> Artificial

<220>

100

<223> NI-202.21D11-VK-GL

<400> 27

gatattgtga
atcaactgea
tggtaccagc

gaatccgggg

atcaccagct

cctetecactt

<210> 28
<211> 339
<212> ADN

tgactcagtc
agtecageca
agaaaccagqg
tccectgaceg
tgcagactga

tcggeggagg

5 10

Ile Asn Cys Lys
25

Asn Tyr Leu Ala
40

Leu
55

Ser Gly Ser Gly
70

Gln Thr Glu Asp Val Ala Val

Ser Ser Gln Asn

Trp Tyr Gln Gln

Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg

60

S8er Gly Thr Asp

75

Tyr

85

Pro

Leu

Thr

Phe

Gly

80

Gly Gly Thr Lys Val

105

tecagactece ctggetgtgt
gaatgtttta tacagctcca
acatcctecct aagttgcectca
attcagtggc agcgggtctg
agatgtggeg gtctattact

gaccaaggtg gagatcaaa

54

ctetgggega
acaataagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcagcagta

Val Ser Leu
15

Val Leu Tyr

Lys Pro Gly
45

Glu Ser Gly

Phe Thr Leu

Gln
95

Tyr Cys

Glu
110

gagggccacc
ctacttaget
atctacccgg
cactctecace

ttatagtagt

Gly

Ser

His

Val

Thr
80

Gln

Ile

60

120

180

240

300

339



<213> Artificial

<220>

<223> NI-202.21D11-VK

<400> 28
gatgttgtga tgactcagtc
atcaactgeca agtccagcca
tggtaccagc agaaaccagg
gaatccgggg tcoccctgaccg

atcaccagct tgcagactga

cctetecactt tecggeggagg

ES 2699 801 T3

tccagactcec
gaatgtttta
acatcctect
attcagtgge
agatgtggeg

gaccaaggtg

ctggectgtgt ctetgggega
tacagctcca acaataagaa
aagttgctca tttactgggce
agcgggtctg ggacagattt
gtctattact gtcagceagta

gagatcaaa

55

gagggccacce
ctacttagct
atctacccgg
cactctcace

ttatagtagt

60
120
180
240
300

339
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une a a-sinucleina
(SEQ ID NO:1), donde el anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno del mismo comprende

(@) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende regiones determinantes de

complementariedad de VH (CDR) 1, 2 y 3, que comprende

(i) una regién CDR1 que es idéntica a la SEQ ID NO:16;

(i) una region CDR2 que es idéntica a la SEQ ID NO:17; y

(iii) una region CDRS3 que es idéntica a la SEQ ID NO:18; y

(b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende CDR de VL 1, 2 y 3, que comprende

(i) una region CDR1 que es idéntica a la SEQ ID NO:23;

(i) una regién CDR2 que es idéntica ala SEQ ID NO:24; y

(iii) una region CDR3 que es idéntica a la SEQ ID NO:25.

2. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1, que comprende
(a) secuencia de VH SEQ ID NO:15 y secuencia de VL SEQ ID NO:22; o
(b) secuencia de VH SEQ ID NO:20 y secuencia de VL SEQ ID NO:26.

3. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 1 o 2, que es
(i) humanizado; quimérico o completamente humano;
(i) un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab),, un fragmento Fv monocatenario, o un
anticuerpo monocatenario; y/o
(iii) que ademas comprende un polipéptido heterdlogo fusionado con el mismo.

4. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se conjuga con un agente seleccionado de
entre el grupo compuesto por un agente terapéutico, un profarmaco, un péptido, una proteina, una enzima, un virus,
un lipido, un modificador de la respuesta bioldgica, un agente farmacéutico, y polietilenglicol (PEG).

5. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un polinucledtido aislado o polinucleétidos que comprenden un acido nucleico o acidos nucleicos que
codifican el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. Un vector o vectores que comprenden el polinucleétido o polinucleétidos de la reivindicacion 6.

8. Una célula huésped que comprende

(i) el polinucledtido o polinucledtidos de la reivindicacion 6 o el vector o vectores de la reivindicacion 7; o
(i) al menos un primer y segundo vector, donde el primer y segundo vectores no son idénticos, donde el primer
vector comprende el polinucleétido de la reivindicacion 6 que codifica la VH, y donde dicho segundo vector
comprende el polinucleétido de la reivindicacién 6 que codifica la VL del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo.

9. Un procedimiento para producir un anticuerpo anti-a-sinucleina humana o fragmento de union al
antigeno del mismo, que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicaciéon 8 y recuperar el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo del cultivo celular.

10. Un anticuerpo anti-a-sinucleina humana o fragmento de unién al antigeno del mismo, producido
mediante el procedimiento de la reivindicacion 9.

11. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, 0 10, la composiciéon farmacéutica de la reivindicacién 5, el polinucleétido de la reivindicacion 6, el vector de la
reivindicacion 7, o la célula huésped de la reivindicacion 8 para uso en el tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad sinucleinopatica de un sujeto.

12. Un procedimiento in vitro para diagnosticar una enfermedad sinucleinopatica en un sujeto, que
comprende:
(a) evaluar el nivel, ubicacién, conformacién o una combinacion de estos de a-sinucleina en un sujeto que
ha de ser diagnosticado con el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de
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las reivindicaciones 1a 4,010y
(b) comparar el nivel, ubicacion, conformacion o combinacion de estos de a-sinucleina en el sujeto con uno
0 mas estandares de referencia derivados de una o mas muestras de control,
donde una diferencia o similitud entre el nivel, ubicacién, conformaciéon o combinacién de estos de a-sinucleina en el
sujeto y el estandar de referencia indica si el sujeto padece una enfermedad sinucleinopatica.

13. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacion
11 o el procedimiento de la reivindicaciéon 12, donde la enfermedad sinucleinopatica es enfermedad de Parkinson
(EP), demencia con cuerpos de Lewy (DCL), atrofia multisistémica (AM), o una combinacion de estas y/o donde el
sujeto es un mamifero, preferentemente donde el mamifero es un ser humano.

14. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, o 10 para uso en un procedimiento para diagnosticar una enfermedad sinucleinopatica en un sujeto, que
comprende:
(a) evaluar el nivel, ubicacién, conformaciéon o una combinacién de estos de a-sinucleina en un sujeto que
ha de ser diagnosticado con el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 1a 4,010y
(b) comparar el nivel, ubicacion, conformacion o combinacion de estos de a-sinucleina en el sujeto con uno
0 mas estandares de referencia derivados de una o mas muestras de control,
donde una diferencia o similitud entre el nivel, ubicacion, conformacion o combinacion de estos de a-sinucleina en el
sujeto y el estandar de referencia indica si el sujeto padece una enfermedad sinucleinopatica, preferentemente
donde la enfermedad sinucleinopatica es enfermedad de Parkinson (EP), demencia con cuerpos de Lewy (DCL),
atrofia multisistémica (AM), o una combinacién de estas y/o donde el sujeto es un mamifero, preferentemente donde
el mamifero es un ser humano.

15. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 14, donde el nivel,
ubicacién, conformacién o combinacion de estos de a-sinucleina en el sujeto se mide por diagnéstico por imagen in
vivo, preferentemente donde dicho diagnéstico por imagen in vivo comprende tomografia por emision de positrones
(PET), tomografia por emision de fotéon unico (SPECT), infrarrojo cercano (NIR), imagenes opticas o imagen por
resonancia magnética (MRI).
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