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DESCRIPCION
Diagnéstico de una nueva enfermedad autoinmune

La presente invencion se refiere a un procedimiento de diagndstico de ataxia, que comprende la etapa de detectar en una
muestra de un paciente un autoanticuerpo que se une a la neurocondrina; a un uso de un polipéptido que comprende
neurocondrina o una variante de la misma que se une especificamente a un autoanticuerpo anti SEC ID NO 1 para el
diagnéstico in vitro de ataxia.

El desarrollo de sistemas de diagnostico para enfermedades neuroldgicas es un desafio continuo en la ciencia biomédica,
sobre todo porque muchos de los sintomas encontrados pueden ser debidos a una gran diversidad de causas, que
incluyen enfermedades heredadas genéticamente, abuso de drogas, malnutricion, infeccién, lesiones, enfermedades
psiquiatricas, defectos inmunolégicos y cancer.

Debido a que una enfermedad neuroldgica rara vez se asocia con un patrén caracteristico unico de sintomas clinicos,
frecuentemente es dificil proporcionar un diagndstico fiable Unicamente en base a la observacion y al examen de los
pacientes afectados o su historial médico.

La importancia de un diagndstico precoz no puede exagerarse. Muchos trastornos neuroldgicos, sobre todo las
enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, no pueden curarse, pero hay disponibles medicamentos que pueden usarse
para ralentizar su progresion. Cuanto mas precoz sea el diagndstico, mejores seran las posibilidades de aprovechar el
espectro de medicamentos disponibles para el beneficio total del paciente.

Esto se cumple todavia mas en el caso de enfermedades neurolégicas asociadas con autoanticuerpos. En algunos casos,
el vinculo entre un autoanticuerpo detectable especifico y una afeccién es lo suficientemente fuerte como para permitir un
diagnéstico inmediato.

Pero incluso si no es asi, la deteccién de autoanticuerpos puede indicar al médico encargado los medios terapéuticos que
pueden usarse para mejorar la afeccion del paciente. Hay una diversidad de inmunosupresores ampliamente usados que
pueden usarse independientemente de la naturaleza del objetivo del autoanticuerpo. De manera alternativa, la aféresis
puede ser usada para eliminar autoanticuerpos de la sangre del paciente. En muchos casos, los pacientes llevaron una
vida normal después de un diagnostico precoz y el tratamiento de una enfermedad neurolégica autoinmune.

Los ensayos de diagnostico basados en la deteccion de autoanticuerpos pueden corroborar también el diagnostico de
enfermedades distintas de las asociadas con autoanticuerpos. Si resulta que una muestra de sangre carece de
autoanticuerpos especificos, es probable que esto ayude al médico encargado a excluir una gama de posibilidades y
reducir de esta manera el espectro de afecciones plausibles.

Los ejemplos de afecciones neurolégicas que coinciden con la aparicién de autoanticuerpos incluyen la neuromielitis
optica, una enfermedad caracterizada por la pérdida de la vision y de la funcién de la médula espinal, y la encefalitis por
anticuerpos contra el receptor de NMDA, que se asocia con disfuncién auténoma, hipoventilacion, ataxia cerebelosa,
hemiparesia, pérdida del conocimiento. o catatonia. Aunque la implicacion de los autoanticuerpos y la naturaleza de estas
afecciones como tales no se comprendian bien, muchas de estas enfermedades pueden diagnosticarse y tratarse ahora
de manera eficiente debido a la disponibilidad de ensayos basados en la deteccién de autoanticuerpos.

Por lo tanto, es primordial el desarrollo de nuevos enfoques para distinguir las condiciones neurolégicas asociadas con
autoanticuerpos de las no asociadas con los mismos.

El problema subyacente a la presente invencién es proporcionar reactivos, dispositivos y procedimientos novedosos que
puedan ser usados para apoyar el diagndstico y el tratamiento de una enfermedad neurolégica, en particular, una
enfermedad neuroldgica asociada con uno o mas sintomas del grupo que comprende trastornos cerebrales oculomotores,
disartria, ataxia, astenia, asinergia, retraso en el tiempo de reaccioén, discronometria, inestabilidad de la marcha, dificultad
con los movimientos oculares, disfagia, hipotonia, cambios inflamatorios del liquido cefalorraquideo, dismetria y
adiadococinesia.

Otro problema subyacente a la presente invencion es proporcionar reactivos, dispositivos y procedimientos novedosos
que puedan ser usados para distinguir enfermedades autoinmunes, en particular enfermedades autoinmunes
neuroldgicas, de otras enfermedades distintas de las enfermedades autoinmunes, en particular para determinar el
régimen de tratamiento mas prometedor para el paciente afectado, mas especificamente, si un tratamiento
inmunosupresor es adecuado o no.

El problema subyacente a la presente invencion se resuelve mediante el tema de las reivindicaciones independientes y
dependientes adjuntas.

En un primer aspecto, el problema subyacente a la presente invencién se resuelve mediante un procedimiento de
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diagnéstico de ataxia, que comprende la etapa de detectar en una muestra de un paciente un autoanticuerpo que se une a
la neurocondrina, en el que la muestra es un fluido corporal que comprende anticuerpos.

En una realizacion preferente del primer aspecto, la muestra se selecciona de entre el grupo que comprende sangre
completa, suero, liquido cefalorraquideo y saliva.

En un segundo aspecto, el problema subyacente a la presente invencion se resuelve mediante el uso de un polipéptido
que comprende Neurocondrina o una variante de la misma que se une especificamente a un autoanticuerpo anti
Neurocondrina para el diagndstico de ataxia, que comprende la etapa de detecciéon de autoanticuerpos que se unen a
Neurocondrina.

En una realizaciéon preferente de cualquier aspecto o realizacién de la invencion, el paciente tiene, o la enfermedad esta
asociada con, uno o mas sintomas de entre el grupo que comprende alteraciones oculomotoras cerebrales, disartria,
ataxia, astenia, asinergia, retraso en el tiempo de reaccion, discronometria, inestabilidad de marcha, dificultad con los
movimientos oculares, disfagia, hipotonia, cambios inflamatorios del liquido cefalorraquideo, dismetria y adiadococinesia,
que comprende ademas opcionalmente alteraciones de las sefiales cerebelosas, alteraciones de las sefiales del tronco
encefalico, atrofia en imagen de resonancia magnética y un cancer.

En una realizacion preferente de cualquier aspecto o realizacion de la invencion, el polipéptido se proporciona en forma de
una célula que comprende un acido nucleico que codifica dicho polipéptido o en forma de un tejido que comprende dicho
polipéptido.

En una realizacion preferente de cualquier aspecto o realizacion de la invencién, el polipéptido es un polipéptido
recombinante y/o aislado.

La presente invencidon se basa en el sorprendente descubrimiento de los presentes inventores de que existe una
enfermedad neurolégica autoinmune asociada con autoanticuerpos contra NCDN y ataxia.

Ademas, la presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de los presentes inventores de que existen
autoanticuerpos contra NCDN y pueden detectarse en muestras de una serie de pacientes que sufren de ataxia, pero no
en muestras obtenidas de sujetos sanos. Sin desear limitarse a ninguna teoria, la presencia de dichos autoanticuerpos
sugiere que la actividad y la funcién NCDN vy/o los efectores posteriores se ve afectada en los pacientes que tienen
autoanticuerpos NCDN hasta el punto de que se producen sintomas neuroldgicos.

La NCDN es una proteina de 75k Da que se conserva evolutivamente de invertebrados a vertebrados. Las proteinas
ortélogas de rata, murina y humana tienen una identidad de aminoacidos del 98%.

La NCDN es rica en hélices a (65%) que estan organizadas como repeticiones en tandem. Se descubrié que la proteina
interactia con diversas proteinas de membrana del cerebro, incluidas Sema4C, MCHR1 y GRM5. Estas interacciones
implican la parte C-terminal de la NCDN vy la regiéon proximal a la membrana de las proteinas de membrana respectivas
((Francke F., Ward R. J., Jenkins L., Kellett E., Richter D., Milligan G. y Bachner D., 2006, Interaction of neurochondrin
with the melaninconcentrating hormone receptor 1 interferes with G protein-coupled signal transduction but not agonist-
mediated internalization, The Journal of biological chemistry, 281, 43, 32496-32507; Wang H., Westin L., Nong Y.,
Birnbaum S., Bendor J., Brismar H., Nestler E., Aperia A., Flajolet M. y Greengard P., 2009, Norbin is an endogenous
regulator of metabotropic glutamate receptor 5 signaling, Science (New York, NY), 326, 5959, 1554-1557).

Se descubrié que la NCDN induce el crecimiento de neuritas cuando se sobreexpresa ectdpicamente en células N2a de
neuroblastoma cultivadas. Se demostré que NCDN recluta Dia, un factor de nucleacién de actina que estimula el
alargamiento del filamento de actina en el extremo positivo de polimerizacion para una localizacion subcelular especifica.
Este reclutamiento contribuye a la funciéon de crecimiento neuritico de NCDN (Schwaibold E. M. y Brandt D. T., 2008,
Identification of Neurochondrin as a new interaction partner of the FH3 domain of the Diaphanous-related formin Dia1,
Biochem Biophys Res Commun, 373, 3, 366-372).

La NCDN modula la via de sefializaciéon de GRM5 (Wang H., Westin L., Nong Y., Bimbaum S., Bendor J., Brismar H.,
Nestler E., Aperia A., Flajolet M. y Greengard P., 2009, Norbin is an endogenous regulator of metabotropic glutamate
receptor 5 signaling, Science (New York, NY), 326, 5959, 1554-1557). GRM5 responde principalmente al neurotransmisor
de aminoacidos excitadores glutamato, se localiza en sitios perisinapticos y desempefia un papel importante en la funcion
cerebral normal, asi como en varios trastornos patoldgicos, incluida la esquizofrenia (Abe T., Sugihara H., Nawa H.,
Shigemoto R., Mizuno N. y Nakanishi S., 1992, Molecular characterization of a novel metabotropic glutamate receptor
mGIuR5 coupled to inositol phosphate/Ca2+ signal transduction, The Journal of biological chemistry, 267, 19, 13361-
13368, Romano C., Sesma M. A., McDonald C. T., O’'Malley K., Van den Pol A. N. y Olney J. W., 1995, Distribution of
metabotropic glutamate receptor mGIuR5 immunoreactivity in rat brain, The Journal of comparative neurology, 355, 3,
455-469, Nakanishi S., Nakajima Y., Masu M., Ueda Y., Nakahara K., Watanabe D., Yamaguchi S., Kawabata S. y Okada
M., 1998, Glutamate receptors: brain function and signal transduction, Brain research Brain research reviews, 26, 2-3,
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230-235, Conn P. J., Christopoulos A. y Lindsley C. W., 2009, Allosteric modulators of GPCRs: a novel approach for the
treatment of CNS disorders, Nature reviews Drug discovery, 8, 1, 41-54).) La expresién de NCDN mejora la sefalizacion
GRM5 en un sistema de expresion in vifro, mientras que la supresion génica condicional de NCDN en ratones
transgénicos reduce la funcion GRM5. En linea con la funcion reducida de GRMS5, los ratones con exclusion génica NCND
muestran defectos en la inhibicion previa al pulso y la actividad locomotora inducida por psicoestimulantes, dos fenotipos
conductuales observados tipicamente en modelos de esquizofrenia en roedores (Wang H., Westin L., Nong Y., Birnbaum
S., Bendor J., Brismar H., Nestler E., Aperia A., Flajolet M. y Greengard P., 2009, Norbin is an endogenous regulator of
metabotropic glutamate receptor 5 signaling Science (New York, NY), 326, 5959, 1554-1557).

Se ha demostrado que la NCDN inhibe la activacién de la proteina G inducida por MCHR y la entrada de calcio aguas
abajo. MCHR1 es el receptor de la hormona concentradora de melanina implicado en la regulacién del comportamiento de
alimentacion y los equilibrios energéticos (Lembo P. M., Grazzini E., Cao J., Hubatsch D. A., Pelletier M., Hoffert C., St-
Onge S., Pou C., Labrecque J., Groblewski T., O’'Donnell D., Payza K., Ahmad S. y Walker P., 1999, The receptor for the
orexigenic peptide melanin-concentrating hormone is a G-protein-coupled receptor, Nature Cell biology, 1, 5, 267-271). La
NCDN es un regulador negativo de Ca?'/fosforilacion de la proteina quinasa Il dependiente de calmodulina (CaMKil)
(Thr286) y es esencial para el proceso de aprendizaje espacial pero no para la diferenciacion o crecimiento neuritico de la
neurona. Ademas, la alteracion del gen homocigoto especifico del sistema nervioso resulté en una crisis epiléptica (Dateki
M., Horii T., Kasuya Y., Mochizuki R., Nagao Y., Ishida J., Sugiyama F., Tanimoto K., Yagami K., Imai H. y Fukamizu A.,
2005, Neurochondrin negatively regulates CaMKII phosphorylation, and nervous system-specific gene disruption results in
epileptic seizure, The Journal of biological chemistry, 280, 21, 20503-20508).

La presente invencidon puede llevarse a cabo usando un polipéptido que comprende una NCDN de mamifero,
preferentemente humana o variantes de la misma, que se une especificamente a un autoanticuerpo anti NCDN. En una
realizacion mas preferente, el polipéptido comprende NCDN codificada segun el cédigo de base de datos QO9UBB6 o una
variante del mismo. A lo largo de la presente solicitud, cualquier cédigo de base de datos citado se refiere a la base de
datos Uniprot, mas especificamente a la version accesible en linea el 17 de Abril de 2015. La SEC ID NO1 representa una
secuencia de nucledtidos que codifica para NCDN. En una realizacion preferente, el polipéptido comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que comprende SEC ID NO2, SEC ID NO3, SEC ID NO4, SEC ID NO5,
SEC ID NO6, SEC ID NO7, SEC ID NO8, SEC ID NO2 y SEC ID NO9.

Las ensefianzas de la presente invencion pueden llevarse a cabo no solo usando polipéptidos, en particular un polipéptido
que comprende la secuencia nativa de NCDN, o acidos nucleicos que tienen las secuencias exactas a las que se hace
referencia explicitamente en la presente solicitud, por ejemplo, por funcién, nombre, secuencia o nimero de acceso, o
implicitamente, sino también usando variantes de dichos polipéptidos o acidos nucleicos.

En una realizacion preferente, el término "variante”, tal como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia a al
menos un fragmento de la secuencia de longitud completa a la que se hace referencia, mas especificamente a una o mas
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos que, con relaciéon a la secuencia de longitud completa, esta truncada en
uno o ambos extremos por uno o mas aminoacidos. Dicho fragmento comprende o codifica para un péptido que tiene al
menos 6, 7, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150 o 200 aminoacidos sucesivos de la secuencia original o de una variante
de la misma. La longitud total de la variante puede ser al menos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 o mas aminoacidos.

En oftra realizacion preferente, el término "variante" se refiere no solo a al menos un fragmento, sino también a un
polipéptido o un fragmento del mismo que comprende secuencias de aminoacidos que son al menos un 40, 50, 60, 70,
75, 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idénticos a la secuencia de aminoacidos de referencia a la que se hace
referencia o al fragmento de la misma, en el que los aminoacidos distintos de los esenciales para la actividad bioldgica,
por ejemplo, la capacidad de un antigeno para unirse a un (auto) anticuerpo, o el pliegue o la estructura del polipéptido se
eliminan o sustituyen y/o uno o mas de dichos aminoacidos esenciales se reemplazan de manera conservadora y/o se
afaden aminoacidos de manera que la actividad biolégica del polipéptido se conserve. El estado de la técnica comprende
diversos procedimientos que pueden usarse para alinear dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos
determinadas y para calcular el grado de identidad, véase, por ejemplo, Arthur Lesk (2008), Introduction to bioinformatics,
Oxford University Press, 2008, 32 edicion. En una realizacion preferente, se usa el software ClustalW (Larkin, M. A,,
Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A., McWilliam, H., Valentin, F., Wallace, I. M., Wilm, A,
Lopez, R., Thompson, J. D., Gibson, T. J., Higgins, D. G. (2007). Clustal W y Clustal X version 2.0. Bioinformatics, 23,
2947-2948) con la configuracion predeterminada.

En una realizacion preferente, las variantes pueden comprender ademas modificaciones quimicas, por ejemplo,
marcadores isotdpicos o modificaciones covalentes tales como glicosilacion, fosforilacion, acetilacion, descarboxilacion,
citrulinacion, hidroxilaciéon y similares. La persona experta en la materia esta familiarizada con los procedimientos para
modificar polipéptidos. Cualquier modificacion esta disefiada de manera que no elimine la actividad biolégica de la
variante.
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Ademas, las variantes pueden generarse también por fusion con otros polipéptidos conocidos o variantes de los mismos y
comprenden partes o dominios activos, preferentemente que tienen una identidad de secuencia de al menos el 70, 75, 80,
85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% cuando se alinean con la parte activa de la secuencia de referencia, en el que la
expresion "parte activa", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoacidos, que es
menor que la secuencia de aminoacidos de longitud completa o, en el caso de una secuencia de acidos nucleicos,
codifica para menos que la secuencia de aminoacidos de longitud completa, respectivamente, y/o es una variante de la
secuencia natural, pero retiene al menos parte de la actividad bioldgica.

En una realizacion preferente, el término "variante" de un acido nucleico comprende acidos nucleicos cuya cadena
complementaria hibrida, preferentemente bajo condiciones rigurosas, al acido nucleico de referencia o de tipo salvaje. La
rigurosidad de las reacciones de hibridacién puede ser determinada facilmente por una persona experta en la materia vy,
en general, es un calculo empirico que depende de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la concentracion de
sal. En general, las sondas mas largas requieren temperaturas mas altas para una hibridacion apropiada, mientras que
las sondas mas cortas no tanto. La hibridacion depende generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado para
hibridarse con cadenas complementarias presentes en un entorno por debajo de su temperatura de fusién: Cuanto mayor
sea el grado de homologia deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que
puede usarse. Como resultado, las temperaturas relativas mas altas tenderian a hacer que las condiciones de reaccion
sean mas estrictas, mientras que las temperaturas mas bajas no las restringiran tanto. Para detalles y explicaciones
adicionales de la rigurosidad de las reacciones de hibridacion, véase Ausubel, F. M. (1995), Current Protocols in Molecular
Biology. John Wiley & Sons, Inc. Ademas, la persona experta en la materia puede seguir las instrucciones proporcionadas
en el manual Boehringer Mannheim GmbH (1993) La guia del usuario del sistema DIG para la hibridacion sobre filtro,
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania y en Liebl, W., Ehrmann, M., Ludwig, W. y Schleifer, K. H. (1991)
International Journal of Systematic Bacteriology 41:255-260 acerca de como identificar secuencias de ADN mediante
hibridacién. En una realizacién preferente, se aplican condiciones rigurosas para cualquier hibridacion, es decir, la
hibridacion ocurre solo si la identidad de la sonda con la secuencia objetivo es del 70% o superior. Las sondas que tienen
un menor grado de identidad con respecto a la secuencia objetivo pueden hibridarse, pero dichos hibridos son inestables y
se eliminaran en una etapa de lavado bajo condiciones estrictas, por ejemplo, reduciendo la concentraciéon de sal a 2 x
SSC u, opcional y posteriormente, a 0,5 x SSC, mientras que la temperatura es, en orden creciente de preferencia, de
aproximadamente 50°C - 68°C, aproximadamente 52°C - 68°C, aproximadamente 54°C - 68°C, aproximadamente 56°C -
68°C, aproximadamente 58°C - 68°C, aproximadamente 60°C - 68°C, aproximadamente 62°C - 68°C, aproximadamente
64°C -68°C, aproximadamente 66°C - 68°C. En una realizaciéon particularmente preferente, la temperatura es de
aproximadamente 64°C - 68°C o de aproximadamente 66°C - 68°C. Es posible ajustar la concentracion de sal a 0,2 x
SSC o incluso 0,1 x SSC. Pueden aislarse secuencias de acidos nucleicos que tienen un grado de identidad con respecto
a la secuencia de referencia o de tipo salvaje de al menos el 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%. En una
realizacién preferente, el término variante de una secuencia de acidos nucleicos, tal como se usa en la presente memoria,
se refiere a cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifica la misma secuencia de aminoacidos y variantes de la
misma que la secuencia de acidos nucleicos de referencia, en linea con la degeneracion del codigo genético.

La variante del polipéptido tiene la capacidad de unirse especificamente a los autoanticuerpos anti NCDN encontrados en
pacientes que padecen la enfermedad identificada por los presentes inventores.

El polipéptido, que comprende NCDN o una variante del mismo, cuando se usa para llevar a cabo las ensefianzas de la
presente invencion, puede proporcionarse en cualquier forma y en cualquier grado de purificacion, a partir de tejidos o
células que comprenden dicho polipéptido en una forma enddgena, mas preferentemente células que sobreexpresan el
polipéptido, lisados crudos o enriquecidos de dichas células, a polipéptido purificado y/o aislado que es esencialmente
puro. En una realizacién preferente, el polipéptido es un polipéptido nativo, en el que la expresion "polipéptido nativo", tal
como se usa en la presente memoria, se refiere a un polipéptido plegado, mas preferentemente a un polipéptido plegado
purificado a partir de tejidos o células, mas preferentemente a partir de células o tejidos de mamiferos, opcionalmente a
partir de tejidos o células no recombinantes. En otra realizacion preferente, el polipéptido es una proteina recombinante,
en el que el término "recombinante”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un polipéptido producido
usando enfoques de ingenieria genética en cualquier etapa del proceso de produccion, por ejemplo, fusionando un acido
nucleico que codifica el polipéptido a un promotor fuerte para la sobreexpresion en células o tejidos o mediante ingenieria
de la secuencia del propio polipéptido. La persona experta en la materia esta familiarizada con los procedimientos de
disefio de acidos nucleicos y polipéptidos codificados (por ejemplo, descritos en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T.
(1989), Molecular Cloning, CSH or in Brown T. A. (1986), Gene Cloning - an introduction, Chapman & Hall) y para
producir y purificar polipéptidos nativos o recombinantes (por ejemplo, los manuales "Strategies for Protein Purification”,
"Antibody Purification”, "Purifying Challenging Proteins", "Recombinant Protein Purification”, "Affinity Chromatography",
"lon Exchange Chromatography”, "Gel Filtration (Size Exclusion Chromatography)’, "Hydrophobic Interaction
Chromatography”, "Multimodal Chromatography" (2009/2010), publicado por GE Healthcare Life Sciences, y en Burgess,
R. R., Deutscher, M. P. (2009), Guide to Protein Purification). En una realizacién preferente, un polipéptido es puro si al
menos el 60, 70, 80, 90, 95 o 99 por ciento del polipéptido en la muestra respectiva consiste en dicho polipéptido segun se
determinada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS seguido de tincién con azul de Coomassie e inspeccion
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visual.

Si el polipéptido que comprende NCDN o una variante del mismo se proporciona en forma de tejido, es preferente que el
tejido sea tejido de mamifero, por ejemplo, de ser humano, rata, primate, burro, ratén, cabra, caballo, oveja, cerdo o vaca,
mas preferentemente tejido cerebral. Si se usa un lisado celular, es preferente que el lisado celular comprenda las
membranas asociadas con la superficie de la célula. Si dicho polipéptido se proporciona en forma de una célula
recombinante, es preferente que la célula recombinante sea una célula eucariota tal como una célula de levadura, mas
preferentemente una célula de un eucariota multicelular, tal como una planta, mamifero, rana o insecto, mas
preferentemente de un mamifero, por ejemplo, rata, humano, primate, burro, ratén, cabra, caballo, oveja, cerdo o vaca.
Por ejemplo, la célula puede ser una célula HEK293 transfectada con un acido nucleico que codifica funcionalmente el
polipéptido de la invencion. La persona experta en la materia esta familiarizada con los procedimientos de preparacion,
transfeccion y cultivo de dichas células, por ejemplo, las descritas en Phelan, M. C. (2001), Basic Techniques in
Mammalian Cell Tissue Culture, John Wiley.

El polipéptido usado para llevar a cabo las ensefianzas de la invencion, incluyendo cualquier variante, se disefia
preferentemente de manera que comprenda epitopos reconocidos y/o se unan especificamente a autoanticuerpos que se
unen a NCDN. En una realizacién, dicho polipéptido comprende un tramo de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 o mas, preferentemente al menos 9 pero no mas de 16 aminoacidos consecutivos de NCDN. La persona
experta en la materia esta familiarizada con las directrices usadas para disefiar péptidos que tengan inmunogenicidad
suficiente, por ejemplo, los descritos en Jackson, D. C., Fitzmaurice, C. J., Brown, L. E., Zeng, W. (1999), Preparation and
properties of totally synthetic immunogenes, Vaccine Volume 18, Issues 3-4, September 1999, Pages 355-361; y Black,
M., Trent, A., Tirrell, M. y Olive, C. (2010), Advances in the design and delivery of peptide subunit vaccines with a focus on
Toll-like receptor agonists, Expert Rev Vaccines, 2010 Febrero; 9(2):157-173. Brevemente, es deseable que el péptido
cumpla la mayor cantidad posible de los siguientes requisitos: (a) tiene un alto grado de hidrofilicidad, (b) comprende uno
0 mas residuos seleccionados de entre el grupo que comprende aspartato, prolina, tirosina y fenilalanina, (c) tiene, para
mayor especificidad, poca o ninguna homologia con otros péptidos o polipéptidos conocidos, (d) necesita ser
suficientemente soluble y (e) no comprende sitios de glicosilacion o fosforilacion a menos que se requiera por razones
especificas. De manera alternativa, pueden seguirse enfoques bioinformaticos, por ejemplo, los descritos por Moreau, V.,
Fleury, C., Piquer, D., Nguyen, C., Novali, N., Villard, S., Laune, D., Granier, C. y Molina, F. (2008), PEPOP:
Computational design of immunogenic peptides, BMC Bioinformatics 2008, 9:71.

El polipéptido, que comprende NCDN o una variante del mismo, cuando se usa segun la presente invencion, puede
proporcionarse en cualquier tipo de conformacion. Por ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido esencialmente
desplegado, parcialmente plegado o completamente plegado. En una realizacion preferente, el polipéptido se pliega en el
sentido de que los epitopos esenciales para la unién al autoanticuerpo de la invencion, o la proteina o variante del mismo
en su totalidad, adoptan el pliegue adoptado por la proteina nativa en su entorno natural. La persona experta en la materia
esta familiarizada con los procedimientos adecuados para determinar si un polipéptido esta plegado o no y, si lo esta, qué
estructura tiene, por ejemplo, protedlisis limitada, espectroscopia de RMN, espectroscopia de CD o cristalografia de rayos
X (véase, por ejemplo, Banaszak L. J. (2008), Foundations of Structural Biology,Academics Press, or Teng Q. (2013),
Structural Biology: Practical Applications, Springer), preferentemente se usa espectroscopia de RMN multidimensional.

El polipéptido puede ser una proteina de fusién que comprende secuencias de aminoacidos distintas de las tomadas a
partir de la NCDN, en particular un marcador C-terminal o N-terminal, preferentemente un marcador C-terminal, que es,
en una realizacion preferente, tal como se usa en la presente memoria, un motivo o polipéptido de secuencia adicional
que tiene una funcién que tiene cierta funcion bioldgica o fisica y puede usarse, por ejemplo, para purificar, inmovilizar,
precipitar o identificar el polipéptido de la invencién. En una realizaciéon mas preferente, el marcador es una secuencia o
dominio capaz de unirse especificamente a un ligando, por ejemplo, un marcador seleccionado de entre el grupo que
comprende marcadores His, tiorredoxina, proteina de union a maltosa, glutation-S-transferasa, un marcador fluorescente,
por ejemplo, del grupo que comprende proteina verde fluorescente.

El polipéptido puede ser un polipéptido inmovilizado. En una realizacién preferente, el término "inmovilizado", tal como se
usa en la presente memoria, se refiere a una molécula unida a un vehiculo sélido insoluble en una solucién acuosa, mas
preferentemente mediante un enlace covalente, interacciones electrostaticas, encapsulacién o atrapamiento, por ejemplo,
desnaturalizando un polipéptido globular en un gel, o mediante interacciones hidréfobas, mas preferentemente mediante
uno o0 mas enlaces covalentes. Se han descrito diversos vehiculos adecuados, por ejemplo, superficies de papel,
poliestireno, metal, silicio o vidrio, canales microfluidicos, membranas, perlas tales como perlas magnéticas, medios para
cromatografia en columna, biochips, geles de poliacrilamida y similares en la literatura, por ejemplo, en Kim, D., y Herr, A.
E. (2013), Protein immobilizsation techniques for microfluidic assays, Biomicrofluidics 7(4), 041501. De esta manera, la
molécula inmovilizada, junto con el vehiculo insoluble, puede separarse de una solucién acuosa de una manera directa,
por ejemplo, mediante filtracion, centrifugacion o decantacién. Una molécula inmovilizada puede ser inmovilizada de
manera reversible o irreversible. Por ejemplo, la inmovilizacion es reversible si la molécula interactda con el vehiculo a
través de interacciones i6nicas que pueden enmascararse mediante la adicién de una alta concentracién de sal o si la
molécula se une mediante un enlace covalente escindible, tal como un puente disulfuro que puede ser escindido por
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adicion de reactivos que contienen tiol. Por el contrario, la inmovilizacion es irreversible si la molécula esta unida al
vehiculo mediante un enlace covalente que no puede escindirse en solucién acuosa, por ejemplo, un enlace formado
mediante la reaccién de un grupo epdxido y un grupo amina, tal como se usa frecuentemente para acoplar las cadenas
laterales de lisina a columnas de afinidad. La proteina puede inmovilizarse indirectamente, por ejemplo, inmovilizando un
anticuerpo u ofra entidad que tenga afinidad con la molécula, seguido de la formacion de un complejo para que el
complejo molécula-anticuerpo sea inmovilizado. Se describen diversas formas de inmovilizar moléculas en la literatura,
por ejemplo, en Kim, Kim, D., Herr, y A. E. (2013), Protein immobilizsation techniques for microfluidic assays,
Biomicrofluidics 7(4), 041501. Ademas, diversos reactivos y kits para reacciones de inmovilizacién estan disponibles
comercialmente, por ejemplo, de Pierce Biotechnology.

Es esencial que la muestra usada para el diagndstico en linea con la presente invencién comprenda anticuerpos, a los
que se hace referencia también como inmunoglobulinas. Tipicamente, la muestra de un fluido corporal comprende un
conjunto representativo de la totalidad de las inmunoglobulinas del sujeto. Sin embargo, la muestra, una vez
proporcionada, puede someterse a un procesamiento adicional que puede incluir fraccionamiento, centrifugacion,
enriquecimiento o aislamiento de la totalidad de las inmunoglobulinas o cualquier clase de inmunoglobulina del sujeto, lo
que puede afectar a la distribucion relativa de las inmunoglobulinas de las diversas clases.

Los procedimientos y los usos descritos a lo largo de la presente solicitud pueden usarse para el diagndstico de ataxia.

En ofra realizacion preferente, la enfermedad es preferentemente un sindrome neuroldgico paraneoplasico, que se asocia
con ataxia.

En una realizacion preferente, el término "diagndstico”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier tipo
de procedimiento destinado a obtener informacion instrumental en la evaluaciéon de si un paciente sufre o es probable o
mas probable que el sujeto promedio o comparativo, preferentemente teniendo este Ultimo sintomas similares, haya
sufrido cierta enfermedad o trastorno en el pasado, la esté sufriendo en el momento del diagndstico o la sufra en el futuro,
para descubrir como progresa o como es probable que progrese la enfermedad en el futuro o para evaluar la capacidad
de respuesta de un paciente con respecto a cierto tratamiento, por ejemplo, la administracion de farmacos
inmunosupresores. En otras palabras, el término "diagndstico” comprende no solo diagnosticar, sino también pronosticar
y/o controlar el curso de una enfermedad o trastorno.

En muchos casos, la mera deteccion, en otras palabras, la determinacién si hay presentes o no niveles detectables del
anticuerpo en la muestra, es suficiente para el diagnostico. Si puede detectarse el autoanticuerpo, esta sera informacion
instrumental para el diagnostico del médico clinico e indica una mayor probabilidad de que el paciente padezca una
enfermedad. En una realizacién preferente, puede determinarse la concentracion relativa del anticuerpo en el suero, en
comparacion con el nivel que puede encontrarse en el sujeto sano promedio. Aunque en muchos casos puede ser
suficiente determinar si los autoanticuerpos estan presentes o no en la muestra, el procedimiento llevado a cabo para
obtener informacion instrumental para el diagndstico puede implicar determinar si la concentracion es al menos 0,1,
preferentemente 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 200, 500, 1.000, 10.000 o 100.000 veces superior a la concentracion
encontrada en el sujeto sano promedio.

La persona experta en la materia apreciara que un médico normalmente no llega a la conclusion de si el paciente padece
0 no una enfermedad, una afeccion o trastornos Unicamente en base a un unico parametro de diagnéstico, sino que debe
tener en cuenta otros aspectos, por ejemplo, la presencia de otros autoanticuerpos, marcadores, parametros sanguineos,
evaluacion clinica de los sintomas del paciente o los resultados de imagenes médicas u otros procedimientos no
invasivos tales como la polisomnografia, para llegar a un diagnostico concluyente. Véase Baenkler H. W. (2012), General
aspects of autoimmune diagnostics, in Renz, H., Autoimmune diagnostics, 2012, de Gruyter, pagina 3. El valor de un
agente o procedimiento de diagndstico puede residir también en la posibilidad de descartar una enfermedad, permitiendo
de esta manera el diagnostico indirecto de otra. En una realizacion preferente, el significado de cualquier sintoma o
enfermedad a los que se hace referencia a lo largo de la presente solicitud esta en linea con la comprensioén de la persona
experta en la técnica a partir del 17 de Abril de 2015, tal como lo demuestran los libros de texto y las publicaciones
cientificas.

Por lo tanto, el término "diagndstico” no implica preferentemente que los procedimientos o agentes de diagnostico segun
la presente invencion sean definitivos y suficientes para finalizar el diagnostico en base a un Unico ensayo, y mucho
menos un parametro, sino que puede referirse a una contribucion a lo que se conoce como un "diagnéstico diferencial”, es
decir, un procedimiento de diagndstico sistematico que considera la probabilidad de una gama de afecciones posibles en
base a una gama de parametros de diagndstico. En consecuencia, el procedimiento, el polipéptido o el uso de la
invencion, opcionalmente para determinar si un paciente padece una enfermedad, puede comprender obtener una
muestra de un paciente, preferentemente un paciente humano, determinar si hay presente en dicha muestra un
autoanticuerpo que se une a NCDN, en el que dicha determinacion se realiza poniendo en contacto la muestra con el
polipéptido de la invencion y detectando si se produce la unién entre dicho polipéptido y dicho autoanticuerpo,
preferentemente usando un anticuerpo secundario marcado, mas preferentemente usando un procedimiento de entre el
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grupo que comprende radioinmunoensayo, transferencia Western, transferencia de linea, ELISA, indirecto e
inmunofluorescente, en el que dicho autoanticuerpo se une a dicho polipéptido si esta presente en la muestra, y
diagnostica que el paciente padece o tiene mas probabilidades de padecer dicho trastorno neuroldgico o cancer si se
determina que el autoanticuerpo esta presente en la muestra.

El término "diagnodstico” puede hacer referencia también a un procedimiento o agente usado para distinguir entre dos o
mas afecciones asociadas con sintomas similares o idénticos.

El término "diagndstico” puede hacer referencia también a un procedimiento o agente usado para elegir el régimen de
tratamiento mas prometedor para un paciente. En otras palabras, el procedimiento o agente puede estar relacionado con
la seleccion de un régimen de tratamiento para un sujeto. Por ejemplo, la deteccion de autoanticuerpos puede indicar que
debe seleccionarse una terapia inmunosupresora, lo que puede incluir administrar al paciente uno o mas farmacos
inmunosupresores.

Como parte de la presente invencion, un complejo que comprende un anticuerpo, preferentemente un autoanticuerpo, que
se une al polipéptido de la invencién, puede usarse o detectarse como parte de un procedimiento para diagnosticar una
enfermedad. Puede usarse una muestra liquida que comprende anticuerpos de un sujeto para llevar a la practica el
procedimiento. Dicha muestra liquida puede ser cualquier fluido corporal que comprenda un conjunto representativo de
anticuerpos del sujeto, preferentemente una muestra que comprenda anticuerpos de la clase inmunoglobulina 1gG del
sujeto. Por ejemplo, una muestra puede ser liquido cefalorraquideo (LCR), sangre o suero sanguineo, linfa, liquido
instersticial y es preferentemente suero o LCR, mas preferentemente suero.

La etapa de poner en contacto una muestra liquida que comprende anticuerpos con el polipéptido de la invencion puede
llevarse a cabo incubando una forma inmovilizada de dicho polipéptido en presencia de la muestra que comprende
anticuerpos bajo condiciones que son compatibles con la formacion del complejo que comprende dicho polipéptido y un
anticuerpo. preferentemente un autoanticuerpo, que se une al polipéptido de la invencion. La muestra liquida, entonces
agotada de anticuerpos que se unen al polipéptido de la invencién, puede eliminarse posteriormente, seguido de una o
mas etapas de lavado. Finalmente, puede detectarse el complejo que comprende el anticuerpo y el polipéptido. En una
realizacion preferente, la expresion "condiciones compatibles con la formacion del complejo” son condiciones que
permiten que las interacciones antigeno-anticuerpo especificas formen el complejo que comprende el polipéptido y el
anticuerpo. En una realizacion preferente, dichas condiciones pueden comprender incubar el polipéptido en una muestra
diluida 1:100 en tampoén PBS durante 30 minutos a 25°C. En una realizacién preferente, el término "autoanticuerpo”, tal
como se usa en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a una molécula endogena
del animal, preferentemente mamifero, que produce dicho autoanticuerpo, en el que el nivel de dicho anticuerpo es mas
preferentemente elevado en comparaciéon con el promedio de cualquier otro anticuerpo que se une especificamente a
dicha molécula enddgena. En una realizacion mas preferente, el autoanticuerpo es un autoanticuerpo que se une a
NCDN. Dicho autoanticuerpo puede aislarse a partir de muestras tomadas de pacientes que padecen el trastorno
neuroldgico caracterizado por dos o mas, preferentemente todos, los sintomas seleccionados de entre el grupo que
comprende trastorno de movimiento mixto, disminucion aguda del rendimiento visual, disartria y disfagia.

En una realizacion preferente, la deteccion del complejo para el prondstico, el diagnéstico o los procedimientos segun la
presente invencion comprende el uso de un procedimiento seleccionado de entre el grupo que comprende técnicas de
inmunodifusion, técnicas inmunoelectroforéticas, inmunoensayos de dispersion de luz, inmunoensayos de dispersion de
luz, técnicas de aglutinacién, inmunoensayos marcados tales como los del grupo que comprende inmunoensayos
radiomarcados, inmunoensayos enzimaticos, inmunoensayos de quimioluminiscencia y técnicas de inmunofluorescencia.
La persona experta en la materia esta familiarizada con estos procedimientos, que se describen también en el estado de
la técnica, por ejemplo, en Zane, H. D. (2001), Immunology - Theoretical & Practical Concepts in Laboratory Medicine, W.
B. Saunders Company, en particular en el Capitulo 14.

De manera alternativa, puede usarse una muestra que comprende tejido que comprende el polipéptido de la invencién, en
lugar de una muestra liquida. La muestra de tejido procede preferentemente de un tejido que expresa NCDN enddégeno.
Dicha muestra, que puede estar en la forma de una seccion de tejido fijada a un soporte, por ejemplo, un portaobjetos de
vidrio para analisis microscépico, puede ponerse en contacto a continuacién con el anticuerpo de la invencion,
preferentemente un autoanticuerpo, que se une al polipéptido de la invencion. Preferentemente, el anticuerpo se marca
para permitir la distincion de los anticuerpos enddgenos que se unen al polipéptido de la invencion, de manera que los
complejos recién formados puedan detectarse y, opcionalmente, cuantificarse. Si la cantidad de complejos formados es
menor que la cantidad encontrada en una muestra tomada de un sujeto sano, es probable que el sujeto desde el que se
tomo la muestra examinada padezca una enfermedad.

Cualquier dato que demuestre la presencia o ausencia del complejo que comprende el anticuerpo y el polipéptido de la
invencién puede correlacionarse con los datos de referencia. Por ejemplo, la deteccion de dicho complejo indica que el
paciente que proporciond la muestra analizada ha padecido, esta padeciendo o es probable que padezca en el futuro una
enfermedad. Si un paciente ha sido diagnosticado previamente y se ejecuta nuevamente el procedimiento para obtener
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informacion relevante para el diagnéstico, la cantidad de complejo detectado en ambas ejecuciones puede correlacionarse
para conocer la progresion de la enfermedad y/o el éxito de un tratamiento. Por ejemplo, si se encuentra que la cantidad
de complejo aumenta, esto sugiere que el trastorno esta progresando, siendo probable que se manifieste en el futuro y/o
que cualquier intento de tratamiento no tenga éxito.

En una realizacion preferente, se usa una microplaca, ELISA en membrana, transferencia en mancha (“dot-blot”) o
transferencia en linea (“line-blot”) para llevar a cabo el procedimiento de diagndstico segun la invencion. La persona
experta en la materia esta familiarizada con la configuracién experimental, que se describe en el estado de la técnica
(Raoult, D., y Dasch, G. A. (1989), The line blot: an immunoassay for monoclonal and other antibodies. Its application to
the serotyping of gram-negative bacteria. J. Immunol. Methods, 125 (1- 2), 57-65; W0O2013041540). Brevemente, Los uno
0 mas antigenos de interés, en el caso de la presente invencion, el polipéptido de la invencion, pueden unirse a un
vehiculo, por ejemplo, membrana de nitrocelulosa, frecuentemente en combinacién con antigenos y controles adicionales.
El vehiculo de nitrocelulosa se expone posteriormente a una muestra que comprende anticuerpos, tal como suero diluido.
Si la muestra comprende un anticuerpo que se une al antigeno, se forma un complejo que puede detectarse,
preferentemente mediante incubacién con un anticuerpo secundario que se une a la regidon constante del primer
anticuerpo, cuyo anticuerpo secundario comprende un marcador detectable, por ejemplo, un isétopo radiactivo, un tinte
fluorescente o, en una realizacién preferente, una enzima activa fusionada o unida al anticuerpo secundario, tal como
fosfatasa alcalina, que puede analizarse facilmente usando sustratos cromogénicos seguido de un simple examen visual.

En oftra realizacion preferente, el pronostico, el diagndstico o los procedimientos en linea con las ensefianzas de la
invencion contemplan el uso de inmunofluorescencia indirecta. La persona experta en la materia esta familiarizada con
dichas técnicas y con la preparacién de muestras adecuadas, que se describen en el estado de la técnica (US4647543;
Voigt, J., Krause, C., Rohwader, E, Saschenbrecker, S., Hahn, M., Danckwardt, M., Feirer, C., Ens, K, Fechner, K, Barth,
E, Martinetz, T., y Stocker, W. (2012), Automated Indirect Immunofluorescence Evaluation of Antinuclear Autoantibodies
on HEp-2 Cells," Clinical and Developmental Immunology, vol. 2012, doi:10.1155/2012/65105; Bonilla, E., Francis, L.,
Allam, F., et al., Immuno-fluorescence microscopy is superior to fluorescent beads for detection of antinuclear antibody
reactivity in systemic lupus erythematosus patients, Clinical Immunology, vol. 124, no. 1, pp. 18-21, 2007). Brevemente,
un vehiculo, tal como un cubreobjetos de vidrio para uso en microscopia, es revestido con células o secciones de tejido
que comprenden el antigeno, en el caso de la presente invencion, el polipéptido comprende una o mas secuencias de
NCDN o una variante de la misma. El vehiculo que comprende el antigeno se expone a una muestra del paciente que
comprende anticuerpos, tal como suero diluido. Si la muestra comprende un anticuerpo que se une al antigeno, el
complejo resultante puede detectarse, preferentemente mediante incubacion con un anticuerpo secundario que
comprende un tinte fluorescente, tal como fluoresceina, seguido de un examen visual usando microscopia de
fluorescencia. Los reactivos, dispositivos y paquetes de software adecuados estan disponibles comercialmente, por
ejemplo, en EUROIMMUN, Libeck, Alemania.

Una muestra puede someterse a un ensayo que determina solo si un autoanticuerpo que se une a NCDN esta presente o
no, pero es preferente que los procedimientos de diagndstico, los ensayos, los dispositivos y similares contemplen
determinar la presencia de autoanticuerpos contra una diversidad de antigenos relacionados con una enfermedad
neurolégica autoinmune o sus variantes, seleccionada preferentemente de entre el grupo que comprende Hu, Yo, Ri, CV2,
PNMA1, PNMA2, DNER/Tr, ARHGAP26, ITPR1, ATP1A3, NBC1, CARPVIII, Zic4, Sox1, Ma, MAG, MPO, MBP, GADG65,
anfifisina, recoverina, receptor GABA A, receptor GABA B, receptor de glicina, gefirina, IgLON5, DPPX, aquaporin-4,
MOG, receptor de NMDA, receptores AMPA, GRM1, GRM5, LGI1, VGCC y mGIuR1 y CASPR2, cuyos antigenos estan
preferentemente inmovilizados, por ejemplo, en un dispositivo médico, tal como una transferencia en linea. Los
marcadores diagnosticos relevantes ITPR1 (EP14003703.7), NBC1 (EP14003958.7) y ATP1A3, al que se hace referencia
también como subunidad alfa 3 de la Na(+)/K(+) ATPasa neuronal humana (EP14171561.5) se han descritos en el estado
de la técnica.

Segun las ensefianzas de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo, preferentemente un autoanticuerpo que se
une al polipéptido de la invencién usado para el diagndstico de una enfermedad. La persona experta en la materia esta
familiarizada con los procedimientos para purificar anticuerpos, por ejemplo, los descritos en Hermanson, G. T., Mallia, A.
K., y Smith, P. K. (1992), Immobilized Affinity Ligand Techniques, San Diego: Academic Press. Brevemente, un antigeno
que se une especificamente al anticuerpo de interés, cuyo antigeno es el polipéptido de la invencién, se inmoviliza y se
usa para purificar, mediante cromatografia de afinidad, el anticuerpo de interés a partir de una fuente adecuada. Una
muestra liquida que comprende anticuerpos de un paciente que padece el trastorno neuroldgico identificado por los
presentes inventores puede usarse como la fuente.

Segun la invencion, se detecta un autoanticuerpo que es capaz de unirse especificamente al polipéptido de la invencion.

En una realizacion preferente, el término "anticuerpo”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier resto

de unién basado en inmunoglobulina, mas preferentemente, uno que comprende al menos una cadena pesada de

inmunoglobulina y una cadena ligera de inmunoglobulina, que incluye, pero que no se limita a, anticuerpos monoclonales

y policlonales, asi como variantes de un anticuerpo, en particular fragmentos, cuyos restos de union son capaces de

unirse al antigeno respectivo, mas preferentemente, de unirse especificamente al mismo. En una realizacion preferente, la
9
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expresion "union especifica”, tal como se usa en la presente memoria, significa que la uniéon es mas fuerte que una
reacciéon de unién caracterizada por una constante de disociacion de 1 x 10° M, mas preferentemente 1 x 107 M, mas
preferentemente 1 x 108 M, mas preferentemente 1 x 10° M, mas preferentemente 1 x 10" M, mas preferentemente 1 x
10™ M, mas preferentemente 1 x 107" M, seglin se determina mediante resonancia plasménica superficial usando un
equipo Biacore a 25°C en tampdn PBS a pH 7. El anticuerpo puede estar aislado o en una mezcla que comprende mas
anticuerpos, polipéptidos, metabolitos, células y similares. En el caso en el que el anticuerpo es un autoanticuerpo, puede
ser parte de una preparacion de autoanticuerpo que es heterogénea o puede ser un autoanticuerpo homogéneo, en el que
una preparacion heterogénea comprende multiples especies de autoanticuerpos diferentes que pueden obtenerse
mediante preparacion a partir de sueros de donantes humanos, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad usando
el antigeno inmovilizado para purificar cualquier autoanticuerpo capaz de unirse a dicho antigeno. El anticuerpo puede
estar glicosilado o no glicosilado. La persona experta en la materia esta familiarizada con los procedimientos que pueden
usarse para la identificacion, la produccién y la purificacion de anticuerpos y variantes de los mismos, por ejemplo, los
descritos en el documento EP 2 423 226 A2 y las referencias en el mismo. El anticuerpo puede usarse como un agente de
diagndéstico, individualmente o en combinacion, por ejemplo, en complejo con el polipéptido de la invencion.

Dentro del ambito de la presente invencion, un dispositivo médico o de diagnostico que comprende, preferentemente
revestido con, el (auto) anticuerpo de la invencion y/o el polipéptido de la invencién puede usarse para el procedimiento y
uso de la invencion. Preferentemente, dicho dispositivo médico o de diagndstico comprende el polipéptido de la invencion
en una forma que permite ponerlo en contacto con una solucién acuosa, mas preferentemente, la muestra humana
liquida, de una manera directa. En particular, el polipéptido de la invencién puede inmovilizarse en la superficie de un
vehiculo, cuyo vehiculo comprende, pero no se limita a, placas o portaobjetos de vidrio, biochips, placas de
microtitulacion, perlas, por ejemplo, perlas magnéticas, columnas de cromatografia, membranas o similares. Los
dispositivos médicos ejemplares incluyen transferencias en linea, microplacas y biochips. Ademas del polipéptido de la
invencion, el dispositivo médico o de diagnostico puede comprender polipéptidos adicionales, por ejemplo, controles
positivos 0 negativos u otros antigenos conocidos que se unen a autoanticuerpos de valor diagnostico, particularmente
aquellos relacionados con otras enfermedades asociadas con uno o mas sintomas idénticos o similares.

Las ensefianzas de la invencién proporcionan el uso del polipéptido en forma de un kit, preferentemente para el
diagndstico de ataxia. Dicho kit puede comprender instrucciones que detallan como usar el kit y unos medios para poner
en contacto el polipéptido de la invencién con una muestra de fluido corporal de un sujeto, preferentemente un sujeto
humano, por ejemplo, una transferencia en linea, en la que el polipéptido de la invencion se inmoviliza en la transferencia
en linea. Ademas, el kit puede comprender un control positivo, por ejemplo, un lote de autoanticuerpos o anticuerpos
recombinantes que se sabe que se unen al polipéptido de la invencion, y un control negativo, por ejemplo, una proteina
que no tiene afinidad detectable al polipéptido de la invencion, tal como la albdmina de suero bovino. Finalmente, dicho kit
puede comprender una solucion estandar del anticuerpo o antigeno para preparar una curva de calibracion.

En una realizacién preferente, el kit comprende unos medios para detectar un anticuerpo, mas preferentemente un
autoanticuerpo, que se une al polipéptido de la invencion, preferentemente mediante la deteccién de un complejo que
comprende el polipéptido de la invencion y un anticuerpo que se une al polipéptido de la invencion. Dichos medios son
preferentemente un agente que se une a dicho complejo y que modifica el complejo o que presenta un marcador, de
manera que convierta el complejo en detectable. Por ejemplo, dichos medios pueden ser un anticuerpo marcado que se
une a dicho polipéptido, en un sitio de unién distinto del sitio de unién reconocido por el anticuerpo primario o en una
region constante del anticuerpo primario. De manera alternativa, dichos medios pueden ser un anticuerpo secundario que
se une a la regién constante del autoanticuerpo, preferentemente un anticuerpo secundario especifico para anticuerpos de
mamiferos de clase IgG. De manera alternativa, dichos medios pueden ser un reactivo de reticulacion que une
quimicamente el anticuerpo y el polipéptido de la invencion, de manera que el complejo pueda identificarse debido a su
mayor peso molecular, por ejemplo, mediante SDS PAGE seguido de tincion de Coomassie o cromatografia de exclusion
por tamario. Se han descrito multitud de procedimientos y medios para detectar dicho complejo en el estado de la técnica,
por ejemplo, en Philips, Terry, M., Analytical techniques in immunochemistry, 1992, Marcel Dekker, Inc.

El polipéptido usado para llevar a cabo la invenciéon puede proporcionarse en la forma de una célula que comprende y/o
expresa un acido nucleico que codifica para dicho polipéptido. Si se usa un acido nucleico que comprende una secuencia
que codifica para el polipéptido de la invencidon o una variante del mismo, dicho acido nucleico puede ser un acido
nucleico no modificado. En una realizacién preferente, el acido nucleico es un acido nucleico que, como tal, no ocurre en
la naturaleza y comprende, en comparacion con el acido nucleico natural, al menos una modificacion, por ejemplo, un
contenido isotdpico o modificaciones quimicas, por ejemplo, una metilacion, modificacién de secuencia, marcador o
similar indicativo del origen sintético. En una realizacion preferente, el acido nucleico es un acido nucleico recombinante o
parte o un acido nucleico y, en una realizacion mas preferente, es parte de un vector, en el que puede estar
funcionalmente unido con un promotor que permite la expresion, preferentemente la sobreexpresion, del acido nucleico.

En una realizacién preferente, dicho acido nucleico se encuentra en el interior de una célula capaz de expresarlo en el

sentido de que el polipéptido de la invencion o una variante del mismo se fabrique y, mas preferentemente, sea dirigido a

la superficie de la célula. Dicha célula que comprende el acido nucleico que codifica para el polipéptido de la invencion
10
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puede usarse segun la presente invencion. La célula puede ser cualquier tipo de célula capaz de expresar el acido
nucleico, por ejemplo, una célula procariota o eucariota. En una realizacién preferente, la célula es una célula eucariota tal
como una célula de levadura, una célula eucariota procedente de un organismo multicelular, por ejemplo, una célula de
insecto, mas preferentemente una célula de mamifero, por ejemplo, una célula de ratén, y mas preferentemente una
célula humana.

La persona experta en la materia esta familiarizada con los procedimientos usados para sintetizar, modificar y amplificar
dicho acido nucleico y para transfectar células usando dicho acido nucleico, preferentemente en un vector que permita el
mantenimiento o la expresién transitoria o permanente del acido nucleico en la célula. La persona experta en la materia
esta familiarizada también con una diversidad de vectores adecuados, que estan disponibles comercialmente, por
ejemplo, en Origene. Por ejemplo, puede usarse un vector que codifica para construcciones de fusién con una GFP C-
terminal. La célula puede ser de origen eucariota o procariota y es preferentemente una célula de mamifero, por ejemplo,
una célula HEK293, CHO o COS-7. La célula que comprende el acido nucleico que codifica para el polipéptido de la
invencién puede ser una célula recombinante o una célula aislada, en la que el término "aislado" significa que la célula
esta enriquecida de manera que, en comparacion con el entorno del tipo salvaje de dicha célula, haya presentes menos
células de otra diferenciacion o especie o, de hecho, no haya otras células presentes.

Listado de secuencias

<110> EUROIMMUN

<120> Diagndstico de una nueva enfermedad autoinmune
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diagndstico de ataxia que comprende la etapa de detectar en una muestra de un paciente un
autoanticuerpo que se une a la neurocondrina, en el que la muestra es un fluido corporal que comprende anticuerpos, en
el que la muestra se selecciona de entre el grupo que comprende sangre completa, suero y liquido cefalorraquideo.

2. Un uso de un polipéptido que comprende neurocondrina o una variante del mismo que se une especificamente a un
autoanticuerpo anti neurocondrina para el diagnostico in vifro de ataxia, que comprende la etapa de detectar
autoanticuerpos que se unen a la neurocondrina.

3. El uso segun la reivindicacion 2, en el que el polipéptido se inmoviliza en un vehiculo sdlido seleccionado de entre el
grupo que comprende placas de vidrio, portaobjetos, biochips, placas de microtitulacién, perlas magnéticas, columnas y
membranas de cromatografia.

4. El uso segun la reivindicacion 2, en el que se usa un dispositivo médico o de diagnéstico que comprende un polipéptido
que comprende neurocondrina o una variante del mismo que se une especificamente a un autoanticuerpo anti SEC ID NO
1 seleccionado de entre el grupo que comprende una transferencia en linea y una placa de microtitulacion.

5. El uso segun la reivindicacion 3, en el que el polipéptido esta en un kit de ensayo para el diagndstico de ataxia,
y en el que el kit de ensayo comprende ademas un anticuerpo secundario marcado para detectar el complejo que
comprende un autoanticuerpo que se une a la neurocondrina.

6. El procedimiento o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el polipéptido se proporciona en forma
de una célula que comprende un acido nucleico que codifica para dicho polipéptido.

7. El procedimiento o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el polipéptido se proporciona en forma
de un tejido que comprende dicho polipéptido.

8. El procedimiento o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polipéptido es un polipéptido
recombinante.

9. El procedimiento o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el polipéptido es un polipéptido aislado.
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