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ES 2749 457 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados que reconocen la alfa-sinucleina
Antecedentes

Las sinucleinopatias, incluidas las enfermedades de cuerpos de Lewy (LBD) se caracterizan por la degeneracion del
sistema dopaminérgico, alteraciones motoras, deterioro cognitivo y formacién de cuerpos de Lewy (LB) y/o neuritas
de Lewy. (McKeith et al., Neurology (1996) 47: 1113-24). Las sinucleinopatias incluyen la enfermedad de Parkinson
(incluida la enfermedad de Parkinson idiopatica), la enfermedad de cuerpos de Lewy difusos (DLBD), también
conocida como demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la variante de cuerpos de Lewy de la enfermedad de
Alzheimer (LBV), la enfermedad combinada de Alzheimer y Parkinson, insuficiencia autondmica pura y atrofia de
multiples sistemas (MSA; p. €j., atrofia olivopontocerebelosa, degeneracion estriatonigral y sindrome de Shy-Drager).
Se cree que varios signos y sintomas no motores son sefiales tempranas de sinucleinopatias en la fase prodrémica
de las enfermedades (es decir, el periodo presintomatico, subclinico, preclinico o premotor). Tales signos tempranos
incluyen, por ejemplo, el trastorno del comportamiento del suefio REM (RBD), pérdida del olfato y estrefiimiento
(Mahowald et al., Neurology (2010) 75: 488-489). Las enfermedades de cuerpos de Lewy siguen siendo una causa
comun de trastornos del movimiento y deterioro cognitivo en la poblacién anciana (Galasko et al., Arch. Neurol.
(1994) 51: 888-95).

La alfa-sinucleina es parte de una gran familia de proteinas que incluye beta- y gamma-sinucleina y sinoretina. La
alfa-sinucleina se expresa en el estado normal asociado con las sinapsis, y se cree que juega un papel en la
plasticidad neuronal, el aprendizaje y la memoria. Varios estudios han implicado a la alfa-sinucleina con un papel
central en la patogénesis de la EP. La proteina puede agregarse para formar fibrillas insolubles en condiciones
patolégicas. Por ejemplo, la sinucleina se acumula en los LB (Spillantini et al., Nature (1997) 388: 839-40; Takeda et
al., J. Pathol. (1998) 152: 367-72; Wakabayashi et al., Neurosci. Lett. (1997) 239: 45-8). Las mutaciones en el gen de
alfa-sinucleina co-segregan con formas familiares raras de parkinsonismo (Kruger et al., Nature Gen. (1998) 18: 106-
8; Polymeropoulos, et al., Science (1997) 276: 2045-7). La sobreexpresion de alfa sinucleina en ratones
transgénicos (Masliah et al., Science (2000) 287: 1265-9) y Drosophila (Feany et al., Nature (2000) 404: 394-8) imita
varios aspectos patolégicos de la enfermedad de cuerpos de Lewy. Ademas, se ha sugerido que los oligdmeros
solubles de sinucleina pueden ser neurotoxicos (Conway et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97: 571-576;
Volles et al., J. Biochemistry (2003) 42: 7871-7878). La acumulacion de alfa-sinucleina con alteraciones morfolégicas
y neuroldgicas similares en especies y modelos animales tan diversos como humanos, ratones y moscas sugiere
que esta molécula contribuye al desarrollo de la enfermedad de cuerpos de Lewy. El documento US20090208487-A
discute agentes y métodos para el tratamiento de enfermedades asociadas con enfermedades sinucleinopaticas,
que incluyen los cuerpos de Lewy de alfa-sinucleina en el cerebro de un paciente. Se discuten varios anticuerpos
monoclonales anti-sinucleina murinos.

Resumen de la invencion reivindicada

La invencién proporciona un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada madura que tiene
una secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 23 y una region variable de la cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 33 o 37. En algunos de tales anticuerpos, la Kp para la alfa-
sinucleina del anticuerpo es de aproximadamente 0,5 a 2 de Kp para la alfa-sinucleina de un anticuerpo 1H7 murino
o quimérico. En algunos de tales anticuerpos, la region variable de la cadena pesada madura tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N° 23 y la region variable de la cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N°: 37.

En algunos anticuerpos, la regiéon variable de la cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos
designada SEQ ID N° 23 y la regién variable de la cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos
designada SEQ ID N°: 33.

En cualquiera de los anticuerpos anteriores, la region variable de la cadena pesada madura puede fusionarse con
una region constante de la cadena pesada, y la regiéon constante de la cadena ligera madura puede fusionarse con
una region constante de la cadena ligera.

En cualquiera de los anticuerpos anteriores, la region constante de la cadena pesada puede ser una forma mutante
de la regién constante humana natural que tiene una union reducida a un receptor de Fcy en relacion con la regién
constante humana natural.

En cualquiera de los anticuerpos anteriores, la region constante de la cadena pesada puede ser del isotipo IgG1
humano. En algunos anticuerpos el alotipo es G1m3. En algunos anticuerpos, el alotipo es G1m1.

En algunos anticuerpos, la region constante de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos designada SEQ
ID N°: 52 siempre que se pueda omitir el residuo de lisina C-terminal. En algunos anticuerpos, la region constante de
la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 49. En algunos anticuerpos, la regién
variable de la cadena pesada madura se fusiona con una regién constante de la cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 52, siempre que el residuo de lisina C-terminal pueda omitirse y la
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region constante de la cadena ligera madura se fusione con una region constante de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 49. En algunos anticuerpos, la cadena ligera madura comprende
SEQ ID N°: 53 y la cadena pesada madura comprende SEQ ID N°: 56.

La invencién proporciona ademas un acido nucleico que codifica cualquiera de las regiones variables de la cadena
pesada madura mencionadas anteriormente y/o cualquiera de las regiones variables de la cadena ligera madura
mencionadas anteriormente, por ejemplo, SEQ ID N°: 22, 32 o 36.

La invencion proporciona ademas una célula huésped que comprende un vector que comprende cualquiera de los
acidos nucleicos descritos anteriormente.

La invencién proporciona ademas una composicién farmacéutica que comprende cualquiera de los anticuerpos
mencionados anteriormente.

La invencion proporciona ademas el anticuerpo de la invencién para el uso en un método de tratamiento de un
paciente que tiene o corre el riesgo de tener una enfermedad de cuerpos de Lewy, y el método comprende
administrar al paciente un régimen eficaz de cualquiera de los anticuerpos mencionados anteriormente. En algunos
métodos, la enfermedad es la enfermedad de Parkinson. En algunos métodos, se inhibe la disminucién de la funcion
cognitiva del paciente. En algunos métodos, se reducen los agregados de alfa sinucleina neuriticos y/o axonales. En
algunos métodos, se reduce la distrofia neuritica del paciente. En algunos métodos, se conserva la densidad
sinaptica y/o dendritica. En algunos métodos, el método conserva la sinaptofisina y/o MAP2 en el paciente.

La descripcion proporciona ademas un método para reducir la formacién de cuerpos de Lewy en un paciente que
tiene o que corre riesgo de tener una enfermedad de cuerpos de Lewy, que comprende administrar al paciente una
cantidad eficaz de cualquiera de los anticuerpos mencionados anteriormente. En algunos métodos, la enfermedad es
la enfermedad de Parkinson. En algunos métodos, se inhibe la disminucion de la funciéon cognitiva del paciente. En
algunos métodos, se reducen los agregados de alfa sinucleina neuriticos y/o axonales. En algunos métodos, se
reduce la distrofia neuritica del paciente. En algunos métodos, se conserva la densidad sinaptica y/o dendritica. En
algunos métodos, el método conserva la sinaptofisina y/o MAP2 en el paciente.

La descripcion proporciona ademas un método para inhibir la agregacion de sinucleina o eliminar los cuerpos de
Lewy o los agregados de sinucleina en un paciente que tiene o que corre el riesgo de tener una enfermedad de
cuerpos de Lewy, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de cualquiera de los anticuerpos
mencionados anteriormente. En algunos métodos, la enfermedad es la enfermedad de Parkinson. En algunos
métodos, se inhibe la disminucion de la funcion cognitiva del paciente. En algunos métodos, se reducen los
agregados de alfa sinucleina neuriticos y/o axonales. En algunos métodos, se reduce la distrofia neuritica del
paciente. En algunos métodos, se conserva la densidad sinaptica y/o dendritica. En algunos métodos, el método
conserva la sinaptofisina y/o MAP2 en el paciente.

La descripcion proporciona ademas métodos para detectar cuerpos de Lewy en un paciente que tiene o que corre el
riesgo de tener una enfermedad de cuerpos de Lewy, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva
de cualquiera de los anticuerpos mencionados anteriormente, en donde el anticuerpo se une a los cuerpos de Lewy
y se detecta el anticuerpo unido detectado. En algunos métodos, la enfermedad es la enfermedad de Parkinson. En
algunos métodos, el anticuerpo esta marcado.

La invencidon proporciona ademas un método para producir un anticuerpo, que comprende cultivar células
transformadas con acidos nucleicos que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo, de modo que la
célula secreta el anticuerpo; y purificar el anticuerpo de los medios de cultivo celular; en donde el anticuerpo es
cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente.

La invenciéon proporciona ademas un método que produce una linea celular que produce un anticuerpo, que
comprende introducir un vector que codifica cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo y un marcador
seleccionable en las células; propagar las células en condiciones para seleccionar las células que tienen un nimero
de copias incrementado del vector; aislar células individuales de la célula seleccionada; y establecer un banco de
células clonadas a partir de una Unica célula seleccionada en funcién del rendimiento de anticuerpo; en donde el
anticuerpo es cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente. Algunos de estos métodos comprenden
ademas propagar las células en condiciones selectivas y cribar las lineas celulares que expresan y secretan
naturalmente al menos 100 mg/L/108 células/24 h.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra una alineaciéon de las secuencias de aminoacidos de m1H7 con cuatro versiones de la region
variable madura de la cadena pesada de 1H7 humanizada. BAC02037 (SEQ ID N°: 42) es la secuencia V4 aceptora
humana. Las regiones CDR segun la definicion de Kabat estan subrayadas y en negrita.

La FIG. 2 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de m1H7 con cuatro versiones de la region
variable madura de la cadena ligera de 1H7 humanizado. AAY33358 (SEQ ID N°: 43) es una secuencia V| aceptora
humana. Las regiones CDR segun la definicion de Kabat estan subrayadas y en negrita.
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Las FIGS. 3 A-C muestran el analisis cinético de la unién a Biacore de 1H7 murino (A), 1H7 quimérico (B) y 1H7
humanizado Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3, respectivamente.

La FIGS. 4 A-C muestran los parametros cinéticos de unién (Forte-Bio) de 1H7 humanizado (Hu1H7VHv2-
Hu1H7VLv4, Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv1, Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv2, Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3, Hu1H7VHv3-
Hu1H7VLv4, Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv1) y de 1H7 quimérico.

La FIG. 5 muestra los resultados de la inmunoterapia pasiva con 1H7 sobre el rendimiento de la memoria en la
prueba del laberinto acuatico de Morris.

La FIG. 6 muestra los resultados de la inmunoterapia pasiva con 1H7 sobre la velocidad y los errores en la prueba
de travesafio redondo.

Breve descripcion de las secuencias
La SEQ ID N°: 1 es la secuencia de aminoacidos de la alfa-sinucleina humana natural.

La SEQ ID N° 2 es el dominio del componente no amiloide (NAC) de la alfa-sinucleina segun lo informado por
Jensen et al. (Biochem. J. 310 (Pt 1): 91-94, 1995; numero de acceso a GenBank S56746).

La SEQ ID N°: 3 es el dominio del componente no amiloide (NAC) de alfa-sinucleina segun lo informado por Ueda et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 11282-6, 1993).

La SEQ ID N°: 4 es la secuencia de nucleétidos variable de la cadena pesada del anticuerpo 1H7 murino (m1H7).
La SEQ ID N°: 5 es la secuencia de aminoacidos variable de la cadena pesada de m1H7.

La SEQ ID N°: 6 es la secuencia de nucledtidos variable de la cadena ligera de m1H7.

La SEQ ID N°: 7 es la secuencia de aminoacidos variable de la cadena ligera de m1H7.

La SEQ ID N°: 8 es la secuencia de nucledtidos variable de la cadena pesada de m1H7 maduro.
La SEQ ID N°: 9 es la secuencia de aminoacidos variable de la cadena pesada de m1H7 maduro.
La SEQ ID N°: 10 es la secuencia de nucleétidos variable de la cadena ligera de m1H7 maduro.
La SEQ ID N°: 11 es la secuencia de aminoacidos variable de la cadena ligera de m1H7 maduro.
La SEQ ID N°: 12 es la CDR1 de la cadena pesada de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 13 es la CDR2 de la cadena pesada de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 14 es la CDR3 de la cadena pesada de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 15 es la CDR1 de la cadena ligera de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 16 es la CDR2 de la cadena ligera de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 17 es la CDR3 de la cadena ligera de m1H7 (definicion de Kabat).

La SEQ ID N°: 18 es la secuencia de acido nucleico de HuU1H7VHv1.

La SEQ ID N°: 19 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VHv1.

La SEQ ID N°: 20 es la secuencia de acido nucleico de HUTH7VHv2.

La SEQ ID N°: 21 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VHv2.

La SEQ ID N°: 22 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VHv3.

La SEQ ID N°: 23 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VHv3.

La SEQ ID N°: 24 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VHv4.

La SEQ ID N°: 25 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VHv4.

La SEQ ID N°: 26 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VHv5.

La SEQ ID N°: 27 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VHv5.

La SEQ ID N°: 28 es la secuencia de acido nucleico del péptido sefial de HU1H7VH.
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La SEQ ID N°: 29 es la secuencia de aminoacidos del péptido sefial de Hu1H7VH.
La SEQ ID N°: 30 es la secuencia de acido nucleico del péptido sefial de HU1H7VH.
La SEQ ID N°: 31 es la secuencia de aminoacidos del péptido sefial de Hu1H7VH.
La SEQ ID N°: 32 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VLv1.

La SEQ ID N°: 33 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VLv1.

La SEQ ID N°: 34 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VLv2.

La SEQ ID N°: 35 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VLv2.

La SEQ ID N°: 36 es la secuencia de acido nucleico de Hu1H7VLv3.

La SEQ ID N°: 37 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VLv3.

La SEQ ID N°: 39 es la secuencia de aminoacidos de Hu1H7VLvA4.

La SEQ ID N°: 40 es la secuencia de acido nucleico del péptido sefial de Hu1H7VL.
La SEQ ID N°: 41 es la secuencia de aminoacidos del péptido sefial de Hu1H7VL.
La SEQ ID N°: 42 es el aceptor humano BAC02037 (GI-21670055) utilizado para la secuencia de aminoacidos de la

region estructural de la cadena pesada.

La SEQ ID Ne¢:

43 es el aceptor humano AAY 33358 (GI-63102905) utilizado para la secuencia de aminoacidos de la

region estructural de la cadena ligera.

La SEQ ID N°: 44 es la Hu1H7VH que no tiene retromutacion o mutacion de CDR.

La SEQ ID N°: 45 es el Hu1H7V que no tiene retromutacion o mutacién de CDR.

La SEQ ID N°: 46 es la secuencia para las alternativas de Hu1H7VH.

La SEQ ID N°: 47 es la secuencia para las alternativas de Hu1H7VL.

La SEQ ID N°: 48 es la secuencia para las alternativas de Hu1H7VH CDR3.

La SEQ ID N°: 49 es la region constante de la cadena ligera de Hu1H7 (con arginina) (comun para v1-v4).
La SEQ ID N°: 50 es la regiéon constante de la cadena pesada de Hu1H7 (IgG1; comun para v1-v5).

La SEQ ID N°: 51 es la regién constante de la cadena ligera Hu1H7 (sin arginina) (comun para v1-v4).

La SEQ ID N°: 52 es la region constante de la cadena pesada de Hu1H7 (alotipo G1m3).

La SEQ ID N°: 53 es la cadena ligera Hu1H7 version 3 (region variable + region constante con arginina).
La SEQ ID N°: 54 es la cadena ligera Hu1H7 version 3 (region variable + region constante sin arginina).
La SEQ ID N°: 55 es la version 3 de la cadena pesada de Hu1H7 (regién variable + region constante).

La SEQ ID N°: 56 es la version 3 de la cadena pesada de Hu1H7 (regién variable + regién constante; alotipo G1m3).
La SEQ ID N°: 57 es la region constante de la cadena pesada de Hu1H7 (19G2).

La SEQ ID N°: 58 es la regién constante de la cadena pesada de Hu1H7 (alotipo G1m1).

Definiciones

Los anticuerpos monoclonales se proporcionan tipicamente en forma aislada. Esto significa que un anticuerpo esta
al menos un 50% p/p puro de proteinas y otras macromoléculas que surgen de su produccion o purificacion, pero no
excluye la posibilidad de que el anticuerpo monoclonal se combine con un exceso de vehiculo(s) farmacéutico(s)
aceptable(s) u otro vehiculo destinado a facilitar su uso. A veces, los anticuerpos monoclonales estan al menos un
60%, 70%, 80%, 90%, 95 0 99% p/p puros de proteinas y otras macromoléculas de la produccion o purificacion.

La union especifica de un anticuerpo monoclonal a su antigeno objetivo significa una afinidad de al menos 108, 107,
108, 10° o 10" M-". La union especifica es detectable con una mayor magnitud, y es distinguible de la union
inespecifica que se produce en al menos un objetivo no relacionado. La unidn especifica puede ser el resultado de la
formacion de enlaces entre grupos funcionales particulares o una disposicion espacial particular (por ejemplo, tipo de
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cerradura y llave), mientras que la union inespecifica suele ser el resultado de las fuerzas de van der Waals. Sin
embargo, la union especifica no implica necesariamente que un anticuerpo monoclonal se una a un solo objetivo.

La unidad estructural del anticuerpo basico es un tetramero de subunidades. Cada tetramero incluye dos pares
idénticos de cadenas polipeptidicas, y cada par tiene una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kDa) y una cadena
"pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena incluye una region variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsable del reconocimiento del antigeno. Esta
region variable se expresa inicialmente vinculada a un péptido sefial escindible. La region variable sin el péptido
sefial se denomina a veces region variable madura. Asi, por ejemplo, una region variable madura de la cadena ligera
significa una region variable de la cadena ligera sin el péptido sefial de la cadena ligera. La parte carboxiterminal de
cada cadena define una region constante que es la principal responsable de la funcion efectora.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa,
delta o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de las
cadenas ligeras y pesadas, las regiones variables y constantes estan unidas por una region "J" de aproximadamente
12 o mas aminoacidos, y la cadena pesada también incluye una region "D" de aproximadamente 10 o mas
aminoacidos. (Véase, en general, Fundamental Immunology (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y., 1989, Cap. 7).

Las regiones variables maduras de cada par de cadenas ligera/pesada forman el sitio de union del anticuerpo. Por lo
tanto, un anticuerpo intacto tiene dos sitios de unién. Excepto en los anticuerpos bifuncionales o biespecificos, los
dos sitios de unidn son iguales. Todas las cadenas exhiben la misma estructura general de regiones estructurales
relativamente conservadas (FR) unidas por tres regiones hipervariables, también llamadas regiones determinantes
de la complementariedad o CDRs. Las CDRs de las dos cadenas de cada par estan alineadas mediante las regiones
estructurales, permitiendo la unién a un epitopo especifico. Desde el extremo N-terminal al C-terminal, tanto la
cadena ligera como la pesada comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion
de aminoacidos a cada dominio estda de acuerdo con las definiciones de Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 y 1991), o Chothia y Lesk, J. Mol. Biol.
196: 901 - 917 (1987); Chothia et al., Nature 342: 878-883 (1989). Kabat también proporciona una convencion de
numeracion ampliamente utilizada (numeracion de Kabat) en la que a los residuos correspondientes entre diferentes
cadenas pesadas o entre diferentes cadenas ligeras se les asigna el mismo numero (por ejemplo, H83 significa la
posicion 83 mediante la numeracion de Kabat en la region variable madura de la cadena pesada; igualmente, la
posicion L36 significa la posicién 36 mediante la numeracion de Kabat en la regiéon variable madura de la cadena
ligera). La numeracion de Kabat se utiliza en todo momento para referirse a las posiciones en la regiéon variable de
un anticuerpo, a menos que se indique explicitamente lo contrario.

El término "anticuerpo" incluye anticuerpos intactos y fragmentos de unién de los mismos. Tipicamente, los
fragmentos compiten con el anticuerpo intacto del cual derivaron por la unidon especifica al objetivo, incluidas
cadenas pesadas separadas, cadenas ligeras, Fab, Fab', F(ab'),, F(ab)c, diacuerpos, Dabs, nanocuerpos, y Fv. Los
fragmentos pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante, o mediante separacion enzimatica o
quimica de inmunoglobulinas intactas. El término "anticuerpo” también incluye un anticuerpo biespecifico y/o un
anticuerpo humanizado. Un anticuerpo biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos
pares de cadenas pesadas/ligeras diferentes y dos sitios de union diferentes (véase, por ejemplo, Songsivilai y
Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79: 315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148: 1547 - 53 (1992)). En algunos
anticuerpos biespecificos, los dos pares de cadenas pesadal/ligera diferentes incluyen un par cadena pesada/cadena
ligera de 1H7 humanizado y un par cadena pesada/cadena ligera especifico de un epitopo diferente en alfa
sinucleina que el que se une a 1H7.

En algunos anticuerpos biespecificos, un par de cadena pesada/cadena ligera es un anticuerpo 1H7 humanizado
como se describe adicionalmente mas adelante, y el par de cadenas pesadal/ligera es de un anticuerpo que se une a
un receptor expresado en la barrera hematoencefalica, como un receptor de insulina, un receptor de factor de
crecimiento similar a insulina (IGF), un receptor de leptina o un receptor de lipoproteinas, o un receptor de
transferrina (Friden et al., PNAS 88: 4771-4775, 1991; Friden et al., Science 259: 373-377, 1993). Dicho anticuerpo
biespecifico puede transferirse a través de la barrera hematoencefalica por medio de la transcitosis mediada por
receptor. La captacion cerebral del anticuerpo biespecifico puede mejorarse aun mas modificando el anticuerpo
biespecifico para reducir su afinidad al receptor de la barrera hematoencefalica. La afinidad reducida por el receptor
dio lugar a una distribucion mas amplia en el cerebro (véase, por ejemplo, Atwal et al. Sci. Trans. Med. 3, 84ra43,
2011; Yu et al. Sci. Trans. Med. 3, 84ra44, 2011).

Los anticuerpos biespecificos ejemplares también pueden ser (1) un anticuerpo de dominio variable doble (DVD-Ig),
donde cada cadena ligera y pesada contiene dos dominios variables en tandem a través de un enlace peptidico
corto (Wu et al., Generation and Characterization of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™) Molecule,
en: Antibody Engineering, Springer Berlin Heidelberg (2010)); (2) un Tandab, que es una fusion de dos diacuerpos
de cadena simple que dan como resultado un anticuerpo biespecifico tetravalente que tiene dos sitios de uniéon para
cada uno de los antigenos objetivo; (3) un flexicuerpo, que es una combinacion de scFvs con un diacuerpo que da
como resultado una molécula multivalente; (4) una molécula denominada molécula de "acoplamiento y cierre",
basada en el "dominio de dimerizacién y acoplamiento” de la proteina quinasa A, que, cuando se aplica a los Fab,
puede producir una proteina de unién biespecifica trivalente que consiste en dos fragmentos Fab idénticos unidos a
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un fragmento Fab diferente; (5) una denominada molécula escorpion, que comprende, por ejemplo, dos scFv
fusionados a ambos extremos de una regidon Fc humana. Los ejemplos de plataformas utiles para preparar
anticuerpos biespecificos incluyen, entre otros, BiTE (Micromet), DART (MacroGenics), Fcab y Mab2 (F-Star), IgG1
con Fc modificado (Xencor) o DuoBody (basado en el intercambio del brazo Fab, Genmab).

El término "epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno al que se une un anticuerpo. Un epitopo puede formarse a
partir de aminoacidos contiguos o aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por el plegamiento terciario de una o mas
proteinas. Los epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos se retienen tipicamente en la exposicion a
disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por el plegamiento terciario se pierden
tipicamente en el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, y mas
generalmente, al menos 5 u 8-10 aminoacidos en una conformacion espacial Unica. Los métodos para determinar la
conformacién espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética
nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, en Methods in Molecular Biology, vol. 66,
Glenn E. Morris, Ed. (1996).

Los anticuerpos que reconocen los mismos epitopos o epitopos solapantes pueden identificarse en un
inmunoensayo simple que muestra la capacidad de un anticuerpo de competir con la unién de otro anticuerpo a un
antigeno objetivo. El epitopo de un anticuerpo también se puede definir mediante cristalografia de rayos X del
anticuerpo unido a su antigeno para identificar los residuos de contacto. Alternativamente, dos anticuerpos tienen el
mismo epitopo si todas las mutaciones de aminoacidos en el antigeno que reducen o eliminan la uniéon de un
anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro. Dos anticuerpos tienen epitopos solapantes si algunas mutaciones
de aminoacidos que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro.

La competencia entre anticuerpos se determina mediante un ensayo en el que un anticuerpo de ensayo inhibe la
union especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno comun (véase, por ejemplo, Junghans et al., Cancer
Res. 50: 1495, 1990). Un anticuerpo de ensayo compite con un anticuerpo de referencia si un exceso de un
anticuerpo de ensayo (por ejemplo, al menos 2x, 5x, 10x, 20x o 100x) inhibe la unién del anticuerpo de referencia en
al menos un 50%, por ejemplo, un 75%, 90% o 99% medido en un ensayo de unidon competitiva. Los anticuerpos
identificados mediante el ensayo competitivo (anticuerpos competitivos) incluyen anticuerpos que se unen al mismo
epitopo que el anticuerpo de referencia, y los anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente suficientemente
préximo al epitopo unido por el anticuerpo de referencia para que ocurra un impedimento estérico.

Un "paciente" incluye un sujeto humano u otro mamifero que recibe un tratamiento profilactico o terapéutico.

Para los fines de clasificar las sustituciones de aminoacidos como conservativas o no conservativas, los aminoacidos
se agrupan de la siguiente manera: Grupo | (cadenas laterales hidrofobas): met, ala, val, leu, ile; Grupo Il (cadenas
laterales hidrdfilas neutras): cys, ser, thr; Grupo |l (cadenas laterales acidas): asp, glu; Grupo IV (cadenas laterales
basicas): asn, gin, his, lys, arg; Grupo V (residuos que influyen en la orientaciéon de la cadena): gly, pro; y Grupo VI
(cadenas laterales aromaticas): trp, tyr, phe. Las sustituciones conservativas implican sustituciones entre
aminoacidos de la misma clase. Las sustituciones no conservativas constituyen el intercambio de un miembro de
una de estas clases por un miembro de otra.

El porcentaje de identidades de secuencia se determina con secuencias de anticuerpos alineadas al maximo
mediante la convencion de numeracion de Kabat. Después de la alineacion, si una region del anticuerpo en cuestion
(por ejemplo, la regién variable madura completa de una cadena pesada o ligera) se compara con la misma region
de un anticuerpo de referencia, el porcentaje de identidad de secuencia entre las regiones del anticuerpo en cuestion
y de referencia es el nimero de posiciones ocupadas por el mismo aminoacido tanto en la regién del anticuerpo de
referencia como en la del anticuerpo en cuestion dividido por el nimero total de posiciones alineadas de las dos
regiones, sin contabilizar los huecos, multiplicado por 100 para convertirlo en un porcentaje.

Las composiciones o métodos que comprenden uno o mas elementos enumerados pueden incluir otros elementos
no enumerados especificamente. Por ejemplo, una composicién que comprende un anticuerpo puede contener el
anticuerpo solo o en combinacién con otros ingredientes.

La designacion de un intervalo de valores incluye todos los nimeros enteros dentro o que definen el intervalo, y
todos los subintervalos definidos por nimeros enteros dentro del intervalo.

A menos que sea evidente de otra manera por el contexto, el término "aproximadamente" abarca valores dentro de
un margen estandar de error de mediciéon (EEM) de un valor establecido.

Un individuo tiene un mayor riesgo de enfermedad si el sujeto tiene al menos un factor de riesgo conocido (p. €j.,
genético, bioquimico, antecedentes familiares, exposicién situacional), lo que coloca a los individuos con ese factor
de riesgo en un riesgo mayor estadisticamente significativo de desarrollar la enfermedad que los individuos sin el
factor de riesgo.

El término "sintoma" se refiere a una evidencia subjetiva de una enfermedad, como la marcha alterada, tal como la
percibe el paciente. Un "signo" se refiere a la evidencia objetiva de una enfermedad observada por un médico.
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La significacion estadistica significa p<0,05.

La "funcién cognitiva" se refiere a procesos mentales como la atencién, la memoria, la produccion y comprension del
lenguaje, la resolucion de problemas y el interés por el entorno y el cuidado personal.

La "funcién cognitiva incrementada" o "funcién cognitiva mejorada” se refiere a la mejora respecto de un valor inicial,
por ejemplo, el diagndstico o el inicio del tratamiento. La "disminuciéon de la funcion cognitiva" se refiere a una
disminucion de la funcién respecto de un valor inicial.

En sistemas de modelos animales como ratas o ratones, la funcion cognitiva puede medirse con métodos que
incluyen el uso de un laberinto en el que los sujetos usan informacion espacial (por ejemplo, el laberinto acuatico de
Morris, el laberinto circular de Barnes, el laberinto de brazo radial elevado, el laberinto en T y ofros), el
condicionamiento por miedo, la evitacién activa, el campo abierto iluminado, medidor de actividad en la oscuridad,
laberinto en cruz elevado, prueba exploratoria de dos compartimentos o prueba de natacioén forzada.

En humanos, la funcién cognitiva se puede medir mediante una o mas de varias pruebas estandarizadas. Se
describieron ejemplos de una prueba o ensayo para la funcién cognitiva (Ruoppila, 1. y Suutama, T. Scand. J. Soc.
Medicina. Supl. 53,44-65, 1997) e incluyen pruebas psicométricas estandarizadas (p. €j., escala de memoria de
Wechsler, escala de inteligencia para adultos de Wechsler, matrices progresivas estandar de Raven, prueba de
capacidad mental para adultos de Schaie-Thurstone), pruebas neuropsicolégicas (p. ej. Luria-Nebraska),
evaluaciones autocognitivas (p. €j., cuestionario de metamemoria), pruebas de cribado visual-espacial (p. €j., figuras
de Poppelreuter, reconocimiento del reloj, dibujo y cancelacion de panales hexagonales), pruebas de cribado
cognitivo (p. €j., mini prueba del estado mental de Folstein) y pruebas del tiempo de reacciéon. Otras pruebas
estandar para el rendimiento cognitivo incluyen la subescala cognitiva de la escala de evaluacion de la enfermedad
de Alzheimer (ADAS-cog); la escala de impresion clinica global de cambio (escala CIBIC-plus); las actividades de
estudio cooperativo de la enfermedad de Alzheimer de la escala de vida diaria (ADCS-ADL); el mini examen del
estado mental (MMSE); el inventario neuropsiquiatrico (NPI); la escala de calificacion de demencia clinica (CDR); la
bateria automatizada de pruebas neuropsicolégicas de Cambridge (CANTAB) o la prueba de evaluacién clinica-
geriatrica de Sandoz (SCAG), la prueba de Stroop, la prueba de realizacién de recorridos, la prueba de longitud de
digitos de Wechsler y la prueba cognitiva computarizada CogState. Ademas, la funcién cognitiva se puede medir
utilizando técnicas de imagen como la tomografia por emisién de positrones (PET), la resonancia magnética
funcional (fMRI), la tomografia computarizada por emision de foton Unico (SPECT) o cualquier otra técnica de
imagenologia que permita medir la funcién cerebral.

Descripcion detallada de la invencién
l. GENERAL

La invencion proporciona anticuerpos humanizados 1H7 (anticuerpos Hu1H7) como se reivindica. Los anticuerpos
son utiles para el tratamiento y el diagndstico de una enfermedad de cuerpos de Lewy.

I. MOLECULAS OBJETIVO

La alfa-sinucleina humana de tipo natural es un péptido de 140 aminoacidos que tiene la siguiente secuencia de
aminoacidos:

MDVFMKGLSK AKEGWAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGWH GVATVAEKTK EQVTNVGGAV
VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP  DNEAYEMPSE
EGYQDYEPEA (SEQ ID N°:1)

(Ueda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 11282-6, 1993; numero de registro de GenBank: P37840). La proteina
tiene tres dominios reconocidos, un dominio de repeticion KTKE que cubre los aminoacidos 1-61, un dominio NAC
(componente no amiloide) que se extiende desde aproximadamente los aminoacidos 60-95 y un dominio acido C-
terminal que se extiende desde aproximadamente el aminoacido 98 hasta el 140. Jensen et al. han informado que
NAC tiene la secuencia de aminoacidos: EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFV (SEQ ID N°: 2)
(Jensen et al., Biochem. J. 310 (Pt 1): 91-94, 1995; nimero de acceso a GenBank S56746). Ueda et al. han
informado que NAC tiene la secuencia de aminoacidos: KEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGS (SEQ ID N°: 3)
(Ueda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 11282-6,1993).

A menos que sea evidente por el contexto, la referencia a alfa-sinucleina o sus fragmentos incluye las secuencias de
aminoacidos de tipo natural humanas indicadas anteriormente, y las variantes alélicas humanas de las mismas,
particularmente aquellas asociadas con la enfermedad de cuerpos de Lewy (por ejemplo, E46K, A30P y A53T, en las
que la primera letra indica el aminoacido en SEQ ID N°: 1, el nimero es la posicion del codon en SEQ ID N°: 1, y la
segunda letra es el aminoacido en la variante alélica). Dichas variantes pueden estar presentes opcionalmente
individualmente o en cualquier combinaciéon. Las mutaciones inducidas E83Q, A90V, A76T, que potencian la
agregacion de alfa sinucleina, también pueden estar presentes individualmente o en combinacion entre si, y/o las
variantes alélicas humanas E46K, A30P y A53T.
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[l ENFERMEDADES DE CUERPOS DE LEWY

Las enfermedades de cuerpos de Lewy (LBD) se caracterizan por la degeneracion del sistema dopaminérgico,
alteraciones motoras, deterioro cognitivo y la formacion de cuerpos de Lewy (LB). (McKeith et al., Neurology (1996)
47: 1113-24). Los cuerpos de Lewy son depositos esféricos de proteinas que se encuentran en las neuronas. Su
presencia en el cerebro interrumpe la funcién normal del cerebro interrumpiendo la accion de los mensajeros
quimicos, como la acetilcolina y la dopamina. Las enfermedades de cuerpos de Lewy incluyen la enfermedad de
Parkinson (incluida la enfermedad de Parkinson idiopatica), la enfermedad de cuerpos de Lewy difusos (DLBD)
también conocida como demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la variante de cuerpos de Lewy de la enfermedad de
Alzheimer (LBV), la enfermedad combinada de Alzheimer y Parkinson, y la atrofia de mdltiples sistemas (MSA; p. €j.,
atrofia olivopontocerebelosa, degeneracion estriatonigral y sindrome de Shy-Drager). DLBD comparte sintomas de la
enfermedad de Alzheimer y Parkinson. DLBD difiere de la enfermedad de Parkinson principalmente por la ubicacién
de los cuerpos de Lewy. En DLBD, los cuerpos de Lewy se forman principalmente en la corteza. En la enfermedad
de Parkinson, se forman principalmente en la sustancia negra. Otras enfermedades de cuerpos de Lewy incluyen
insuficiencia autonémica pura, disfagia por cuerpos de Lewy, LBD incidental y LBD hereditaria (p. ej., mutaciones del
gen de alfa-sinucleina, PARK3 y PARK4).

IV.  ANTICUERPOS
A. Especificidad de Unién y Propiedades Funcionales

Los anticuerpos humanizados de la descripcién se unen especificamente a la alfa sinucleina humana. La afinidad de
algunos anticuerpos humanizados (es decir, Ka) puede estar, por ejemplo, dentro de un factor de cinco o dos de la
del anticuerpo de raton (m1H7). Algunos anticuerpos humanizados tienen una afinidad que es igual, dentro del EEM,
que m1H7. Algunos anticuerpos humanizados tienen una afinidad mayor que la de 1H7 de ratén. Algunos
anticuerpos humanizados descritos se unen al mismo epitopo y/o compiten con m1H7 por unirse a la alfa sinucleina
humana.

B. Anticuerpos Humanizados

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo modificado genéticamente en el que las CDRs de un anticuerpo
"donante" no humano se injertan en secuencias de anticuerpos "aceptores" humanos (véase, por ejemplo, Queen et
al., documentos US 5.530.101 y 5.585.089; Winter et al., documento US 5.225.539; Carter, documento US
6.407.213; Adair, documentos US 5.859.205 y 6.881.557; y Foote, documento US 6.881.557). Las secuencias del
anticuerpo aceptor pueden ser, por ejemplo, una secuencia de region variable madura de un anticuerpo humano, un
compuesto de tales secuencias, una secuencia consenso de secuencias de regiones variables de un anticuerpo
humano (por ejemplo, secuencias consenso de regiones variables de la cadena ligera y pesada de Kabat, 1991,
anteriormente mencionado), o una secuencia de region variable de la linea germinal.

Un ejemplo de una secuencia aceptora para la cadena pesada es la region variable de la cadena pesada madura
humana con el cédigo de acceso del NCBI BAC02037 (Gl: 21670055). Esta secuencia aceptora incluye dos CDRs
que tienen la misma forma candnica que la cadena pesada de 1H7 de raton y tiene una identidad de secuencia del
65,8% con la region estructural de la region variable de la cadena pesada. Si se usa una secuencia aceptora
diferente, dicho aceptor puede ser, por ejemplo, otra region variable de la cadena pesada madura derivada de la
linea germinal VH1-18 o una secuencia de la region variable de la cadena pesada madura que incorpora una de
estas secuencias de la linea germinal.

Para la cadena ligera, un ejemplo de una secuencia aceptora es la region variable madura de la cadena ligera con el
codigo de acceso del NCBI AAY33358 (Gl: 63102905). Esta secuencia aceptora incluye dos CDRs que tienen la
misma forma candnica que una cadena ligera de 1H7 de ratén y tiene una identidad de secuencia del 65,4% con la
region estructural de la regiéon variable de la cadena ligera. Si se usa un aceptor diferente, dicho aceptor es
preferiblemente otra secuencia de la cadena ligera madura derivada de la linea germinal A30 o una secuencia de la
region variable madura de la cadena ligera que incorpora una de estas secuencias de la linea germinal.

Un anticuerpo humanizado de la descripcion es un anticuerpo que tiene tres CDRs de la cadena ligera y tres de la
cadena pesada, como se define segun Kabat, completamente o sustancialmente del anticuerpo 1H7 de ratdn
donante, y las secuencias estructurales de la region variable madura y las regiones constantes, si estan presentes,
completamente o sustancialmente de secuencias de anticuerpos humanos. Del mismo modo, una cadena pesada
humanizada es una cadena pesada que tiene tres CDRs de la cadena pesada, como se define segun Kabat,
completamente o sustancialmente de la cadena pesada del anticuerpo 1H7, y una secuencia variable de la cadena
pesada madura y una secuencia de la region constante de la cadena pesada, si estan presentes, completamente o
sustancialmente de una secuencia de la cadena pesada de un anticuerpo humano. Del mismo modo, una cadena
ligera humanizada es una cadena ligera que tiene tres CDRs de la cadena ligera, como se define segun Kabat,
completamente o sustancialmente de la cadena ligera del anticuerpo m1H7, y una secuencia variable madura de la
cadena ligera y una secuencia de la region constante de la cadena ligera, si estan presentes, completamente o
sustancialmente de una secuencia de la cadena ligera de un anticuerpo humano. Una CDR es sustancialmente de
m1H7 si al menos un 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de los residuos son idénticos
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a los residuos correspondientes en la CDR correspondiente de m1H7. Las secuencias estructurales de la region
variable madura de una cadena de anticuerpo o la secuencia de la region constante de una cadena de anticuerpo
son sustancialmente de una secuencia estructural de una regién variable madura humana o una secuencia de una
region constante humana, respectivamente, cuando al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
los residuos correspondientes definidos por Kabat son idénticos.

Ciertos aminoacidos de los residuos estructurales de la regiéon variable madura humana pueden seleccionarse para
la sustitucion en funcion de su posible influencia en la conformacion de las CDRs y/o la union al antigeno, la
mediacion en la interaccion entre las cadenas pesadas y ligeras, la interaccion con la regidon constante, ser un sitio
para una modificacion postraduccional deseada o no deseada, ser un residuo inusual por su posicién en una
secuencia de una region variable humana vy, por lo tanto, potencialmente inmundgeno, entre otras razones. Las
siguientes 11 posiciones de la region estructural de la regidon variable se consideraron candidatas para las
sustituciones por una o mas de estas razones, como se especifica adicionalmente en los Ejemplos (L46F, Y49C,
F83A, V11L, T28S, R38K, M48I, V67A, M69L, T71A, YI1F).

Aqui como en cualquier otro lugar, el primer residuo mencionado es el residuo de un anticuerpo humanizado
formado injertando CDRs de Kabat en una region estructural aceptora humana, y el segundo residuo mencionado es
un residuo que se considera que reemplaza a dicho residuo. Por lo tanto, en las regiones estructurales de las
regiones variables, el primer residuo mencionado es humano y dentro de las CDRs, el primer residuo mencionado es
de ratén (por ejemplo, C97S).

Las sustituciones de aminoacidos se pueden hacer en las CDRs. Una posible variacion es sustituir ciertos residuos
en las CDRs del anticuerpo 1H7 de ratéon con residuos correspondientes de secuencias de CDRs humanas,
tipicamente de las CDRs de las secuencias aceptoras humanas usadas en el disefio de los anticuerpos
humanizados ejemplificados. En algunos anticuerpos, solo una parte de las CDRs, es decir, el subconjunto de
residuos de CDR necesarios para la unién, denominados SDRs, son necesarios para retener la uniéon en un
anticuerpo humanizado. Los residuos de la CDR que no entran en contacto con el antigeno y que no estan en las
SDRs pueden identificarse basandose en estudios previos (por ejemplo, los residuos H60-H65 de la CDR H2 a
menudo no son necesarios), de regiones de CDRs de Kabat que se encuentran fuera de los bucles hipervariables de
Chothia (Chothia, J. Mol. Biol. 196: 901, 1987), mediante modelizacién molecular y/o empiricamente, o como se
describe en Gonzales et al., Mol. Immunol. 41: 863, 2004. En dichos anticuerpos humanizados en posiciones en las
que uno o mas residuos de CDR del donante estan ausentes o en los que se omite una CDR del donante, el
aminoacido que ocupa la posicién puede ser un aminoacido que ocupa la posicion correspondiente (por la
numeracion de Kabat) en la secuencia del anticuerpo aceptor. EI nimero de tales sustituciones de aminoacidos
aceptor por donante en las CDRs a incluir refleja un equilibrio de consideraciones en competencia. Dichas
sustituciones son potencialmente ventajosas para disminuir el niumero de aminoacidos de ratén en un anticuerpo
humanizado y, en consecuencia, disminuir la inmunogenicidad potencial. Sin embargo, las sustituciones también
pueden causar cambios de afinidad, y preferiblemente se evitan reducciones significativas en la afinidad. Las
posiciones para la sustitucion dentro de las CDRs y los aminoacidos a sustituir también pueden seleccionarse
empiricamente.

Una razén para realizar una sustitucion dentro de una CDR es que un residuo de ratén es un sitio de modificacion
postraduccional que puede interferir con la expresion o el ensamblaje de un anticuerpo. Aqui, la posicion H97 en
CDRH3, que esta ocupada por una C en el 1H7 de ratdn, se identificé como un sitio para la sustitucion.

Las 11 retromutaciones de la region estructural de la region variable y la sustitucion de 1 CDR indicadas
anteriormente se pueden incorporar en los anticuerpos 1H7 humanizados en muchas permutaciones. La region
variable de la cadena pesada de estos anticuerpos se puede representar mediante una secuencia que comprende
QVQLVQSGAE-X-KKPGASVKVSCKASGY-X2-FTSYYIHWV-X3-QAPGQGLEW-X4-GWI-YPGSGNTKYSEKFKGR-
X5-T-Xe-T-X7-DTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY-Xs-CARDG-Xo-YGFAYWGQGTLVTVSS, en donde -Xi- es V o L; -Xo-
esSoT;-Xg-esRoK;-Xs-esMol;-Xs-esVOA;-Xs-esMolL;-Xr-esToA;-Xs-esYOF; -Xg-esC,M,SoT
(SEQ ID N°: 46). En algunas regiones variables de la cadena pesada, -Xo- es C. Algunas regiones variables de la
cadena ligera se pueden representar mediante una secuencia que comprende
DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVYDYDGDSYMN-WYQQKPGKAPK-Z1-LI-Z-AASNLESGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPED-Z3-ATYYCQQSNEDPFTFGQGTK-LEIK, en la que -Z1-es Lo F;-Z>-es Y 0 C; -Zz- es F 0 A (SEQ
ID N°: 47). En algunos anticuerpos descritos, la region variable de la cadena pesada comprende la SEQ ID N°: 46, y
la regién variable de la cadena ligera comprende la SEQ ID N°: 47. Por ejemplo, los residuos, X1 y X3 de SEQ ID N°:
48 son V y R, respectivamente. Por ejemplo, los residuos, Xs y X7 de SEQ ID N°: 46 son Ay el residuo Z; de SEQ ID
N°: 47 es F. Por ejemplo, los residuos, -Xs, Xs y Xg de SEQ ID N°: 46 son M, M e Y, respectivamente, y los residuos
Z,y 3dela SEQ ID N°: 47 son C y F, respectivamente. Por ejemplo, los residuos, Xz y Xo de SEQ ID N°: 48 son Ty
C, respectivamente.

Algunos anticuerpos descritos contienen dos sustituciones de la cadena pesada y dos sustituciones de la cadena
ligera. Por ejemplo, la posicion H67 esta ocupada por A, H71 esta ocupada por A, la posicion L46 esta ocupada por
F y la posicion L49 esta ocupada por C. En algunos anticuerpos, la region variable madura de la cadena pesada
tiene una secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 23. En algunos anticuerpos, la region variable madura
de la cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 37. Por ejemplo, en H3L3
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(Hu1H7VHv3 (SEQ ID N°: 23)-Hu1H7VLv3 (SEQ ID N°: 37)), la region variable madura de la cadena pesada tiene
una secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 23, y la region variable madura de la cadena ligera tiene una
secuencia de aminoacidos designada SEQ ID N°: 37.

La descripcion proporciona variantes del anticuerpo humanizado H3L3 en las que la regién variable madura de la
cadena pesada humanizada muestra al menos un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con la SEQ ID N°:
23, y la regioén variable madura de la cadena ligera humanizada muestra al menos un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia con la SEQ ID N° 37. Algunos de estos anticuerpos humanizados incluyen tres
CDRs de la cadena pesada y tres de la ligera, total o sustancialmente idénticas a las regiones CDR de H3L3, que
son las mismas que las del anticuerpo donante de ratén. Las regiones CDR pueden definirse mediante cualquier
definicion convencional (por ejemplo, de Chothia), pero son preferiblemente como se define mediante Kabat.

Algunas variantes del anticuerpo humanizado H3L3 conservan algunas o todas las retromutaciones en H3L3. En
otras palabras, al menos 1, 2, 3 o preferiblemente los 4 siguientes estan presentes: H67 esta ocupado por Ay H71
esta ocupado por A, L46 esta ocupado por F y la posicion L49 esta ocupada por C.

Ademas de retener al menos 1, 2, 3 o preferiblemente las 4 retromutaciones de H3L3, los anticuerpos 1H7
humanizados también pueden contener retromutaciones adicionales en las regiones estructurales de las regiones
variables. Los ejemplos de tales retromutaciones incluyen H11 ocupado por L, H28 ocupado por S, H38 ocupado por
K, H48 ocupado por I, H69 ocupado por L, H91 ocupado por F, y/o L83 ocupado por A. Para la seleccion de
retromutaciones para un producto terapéutico o diagnéstico, se deberia tener en cuenta el grado en que, en general,
no mejoran la afinidad, y el grado en que la introduccion de mas residuos de ratdon puede aumentar el riesgo de
inmunogenicidad. Por ejemplo, H3L1 comprende una region variable madura de la cadena pesada de SEQ ID N°:
23, y una cadena ligera de SEQ ID N°: 33. Por ejemplo, H4L1 comprende una region variable madura de la cadena
pesada de SEQ ID N°: 25, y una cadena ligera de SEQ ID N°: 33.

Otra posibilidad de variacion es usar una secuencia aceptora humana diferente como se discutié anteriormente. Las
sustituciones en las regiones CDR son posibles como se describié anteriormente, por ejemplo en la posicion H97,
pero antes de seleccionar tales sustituciones para un producto terapéutico o de diagndstico, se debe considerar el
posible efecto sobre la afinidad y la expresion de los anticuerpos.

Si la posicion H97 en CDRH3 de ratén es distinta de cisteina, estd ocupada preferiblemente por M, S o T. Algunos
anticuerpos descritos comprenden una cadena pesada humanizada que comprende una CDR1 de Kabat de SEQ ID
N°: 12: SYYIH; CDR2 de Kabat de SEQ ID N° 13: WIYPGSGNTKYSEKFKG; CDR3 de Kabat de SEQ ID N°: 48:
DG-Xqo-YGFAY, en la que -Xo- es C, M, S, o T, mas preferiblemente C. Algunos anticuerpos comprenden una cadena
ligera humanizada que comprende una CDR1 de Kabat de SEQ ID N°: 15: KASQS-VDYDGDSYMN; CDR2 de Kabat
de SEQ ID N° 16: AASNLES; CDR3 de Kabat de SEQ ID N°: 17: QQSNEDPFT. Algunos anticuerpos comprenden
una cadena pesada humanizada que comprende las tres CDRs de Kabat de las SEQ ID N%: 12, 13, y 48, y una
cadena ligera humanizada que comprende las tres CDRs de Kabat de las SEQ ID N°: 15-17. En algunos de tales
anticuerpos, una cadena pesada humanizada comprende las tres CDRs de Kabat de SEQ ID N° 12-14 y una
cadena ligera humanizada comprende las tres CDRs de Kabat de SEQ ID N°: 15-17.

La descripcion proporciona ademas anticuerpos 1H7 humanizados en los que la region variable madura de la
cadena pesada humanizada muestra al menos un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad, o tiene un 100%
de identidad con SEQ ID N°% 19, 21, 23, 25 y 27 y la regién variable madura de la cadena ligera humanizada
muestra al menos un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia o es un 100% idéntica a
cualquiera de las SEQ ID N° 33, 35, 37 y 39.

Se pueden incorporar diversas permutaciones de las 11 retromutaciones de region estructural de la regién variable y
1 mutacién de CDR descritas anteriormente en los anticuerpos 1H7 humanizados. En algunos de estos anticuerpos,
la posicién L46 estd ocupada por L o F (preferiblemente F) y/o la posicion L49 esta ocupada por Y o C
(preferiblemente C) y/o la posicion L83 esta ocupada por F o A, y/o la posicion H11 esta ocupada por V o L, y/o la
posicion H28 esta ocupada por T 0 S, y/o la posicion H38 esta ocupada por R o K, y/o la posicion H48 esta ocupada
por M o |, y/o la posicion H67 esta ocupada por V o A (preferiblemente A), y/o la posicion H69 esta ocupada por M o
L, y/o la posicion H71 esta ocupada por T o A (preferiblemente A), y/o la posicion H91 esta ocupada por Y o F, y/o la
posicion H28 esta ocupada por S o T, y/o la posicion H97 esta ocupada por Co M o S o T (preferiblemente C).

En algunos de estos anticuerpos, se conservan algunas o todas las retromutaciones en Hu1H7VLv1-v4 y
Hu1H7VHv1-v5. Preferiblemente, se conservan las retromutaciones en las posiciones L46, H67 y H71. En otras
palabras, la posicion L46 esta ocupada por F, la posicion H67 esta ocupada por A y la posicion H71 esta ocupada
por A. Mas preferiblemente, se conservan las retromutaciones en las posiciones L46, L49, H67 y H71. En otras
palabras, la posicién L46 esta ocupada por F, la posicién L49 esta ocupada por C, la posicion H67 esta ocupada por
A y la posicién H71 esta ocupada por A. En algunos anticuerpos, algunas o todas las posiciones de la cadena
pesada H11, H28, H38, H48, H67, H69, H71 y/o H91 estan ocupadas por L, S, K, |, A, L, Ay F, respectivamente. Del
mismo modo, en algunos anticuerpos, algunas o todas las posiciones de la cadena ligera L46, L49 y/o L83 estan
ocupadas por F, C y A, respectivamente. En algunos anticuerpos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o las diez posiciones H11,
H28, H38, H48, H67, H69, H71, H91, L46, L49 y L83 esta(n) ocupada(s) por L, S, K, I, A, L, A, F, F, Cy A,
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respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 se cambian en la regién estructural de
la region variable madura de la cadena pesada respecto de la SEQ ID N°: 44, y las posiciones 0, 1, 2 0 3 se cambian
en la region estructural de la regién variable madura de la cadena ligera respecto de la SEQ ID N°: 45. En algunos
de tales anticuerpos, la posicion H97 esta ocupada por C. Preferiblemente, el anticuerpo humanizado tiene una Kp
para alfa-sinucleina de aproximadamente 0,5 a 2 de la de un anticuerpo 1H7 murino o quimérico.

En algunos anticuerpos descritos, la posicion L46 esta ocupada por F, la posicion H67 esta ocupada por A, la
posicion H71 esta ocupada por A, la posicion H11 esta ocupada por V y la posicion H38 esta ocupada por R. En
algunos de estos anticuerpos, la posicion L49 estd ocupada por Y. Mas preferiblemente, en algunos de tales
anticuerpos, la posicion L49 esta ocupada por C. En algunos de tales anticuerpos, la posicion L83 esta ocupada por
F. En algunos de tales anticuerpos, la posicion L83 esta ocupada por A. En algunos de tales anticuerpos, la posicion
H97 esta ocupada por C. En algunos de tales anticuerpos, la posicion H28 esta ocupada por T o S, la posicion H48
esta ocupada por M, la posicién H69 esta ocupada por M y la posicion H91 esta ocupada por Y. En algunos de tales
anticuerpos, la posicion H28 esta ocupada por T o S, la posicion H48 esta ocupada por M, la posicion H69 esta
ocupada por My la posicién H91 esta ocupada por F. En algunos de tales anticuerpos, la posicion H28 esta ocupada
por T o S, la posicion H48 esta ocupada por M, la posicion H69 esta ocupada por L y la posicion H91 esta ocupada
por Y. En algunos de tales anticuerpos, la posicion H28 esta ocupada por T o S, la posicién H48 esta ocupada por
M, la posicion H69 esta ocupada por L y la posicion H91 esta ocupada por F. En algunos de tales anticuerpos, la
posicion H28 esta ocupada por T o S, la posicion H48 esta ocupada por I, la posicion H69 esta ocupada por M y la
posicion H91 esta ocupada por Y. En algunos de tales anticuerpos, la posiciéon H28 esta ocupada por T o S, la
posicion H48 esta ocupada por |, la posicion H69 esta ocupada por M y la posicion H91 esta ocupada por F. En
algunos de tales anticuerpos, la posicién H28 esta ocupada por T o S, la posicion H48 esta ocupada por |, la
posicion H69 esta ocupada por L y la posicién H91 esta ocupada por Y. En algunos de tales anticuerpos, la posicion
H28 esta ocupada por T o S, la posicion H48 esta ocupada por |, la posicion H69 esta ocupada por L y la posicion
H91 esta ocupada por F. En algunos de tales anticuerpos, la posicién H11 esta ocupada por L, y/o la posicion H38
esta ocupada por K, y/o la posicion H97 esta ocupada por S.

En cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente, se pueden hacer otras sustituciones de aminoacidos en la
region estructural de la region variable madura, por ejemplo, en residuos que no estan en contacto con las CDRs. A
menudo, los reemplazos realizados en la variante de secuencias humanizadas son conservativos con respecto a los
aminoacidos reemplazados. En algunos anticuerpos, las sustituciones respecto de Hu1H7VLv1-v4 y Hu1H7VHv1-v5
(conservativas o no) no tienen un efecto sustancial sobre la afinidad o la potencia de unién del anticuerpo resultante
respecto de Hu1H7VLv1-v4 y Hu1H7VHv1-v5, es decir, su capacidad de union a la alfa sinucleina humana.

Las variantes tipicamente difieren de las secuencias de la region variable madura de la cadena pesada y ligera de
Hu1H7VLv1-v4 y Hu1H7VHv1-v5 en un pequefio nimero (por ejemplo, tipicamente no mas de 1,2, 3,50 10 en la
region estructural de la region variable madura de la cadena ligera o de la cadena pesada, o ambas) de
sustituciones, eliminaciones o inserciones.

C. Seleccion de la Region Constante

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera de anticuerpos humanizados pueden unirse a al menos una
porcién de una regiéon constante humana. La eleccion de la regidon constante depende, en parte, de si se desea la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos y/o
la citotoxicidad dependiente del complemento. Por ejemplo, los isotipos humanos IgG1 e IgG3 tienen citotoxicidad
dependiente del complemento, y los isotipos humanos IgG2 e IgG4 no la tienen. Las IgG1 e IgG3 humanas también
inducen funciones efectoras mediadas por células mas fuertes que las 1IgG2 e IgG4 humanas. Las regiones
constantes de la cadena ligera pueden ser lambda o kappa. Una regién constante kappa de la cadena ligera humana
ejemplar tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49. La arginina N-terminal de la SEQ ID N°: 49 se puede
omitir, en cuyo caso la region constante kappa de la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:
51. Una region constante de la cadena pesada de IgG1 humana ejemplar tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N°: 50. Una region constante de la cadena pesada de IgG2 humana ejemplar tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 57. Los anticuerpos pueden expresarse como tetrameros que contienen dos cadenas ligeras y dos
pesadas, como cadenas pesadas separadas, cadenas ligeras, como Fab, Fab', F(ab')2 y Fv, o como anticuerpos de
cadena simple en los que los dominios variables maduros de las cadenas pesada y ligera estan unidos a través de
un espaciador.

Las regiones constantes humanas muestran una variacién alotipica y una variacién isoalotipica entre diferentes
individuos, es decir, las regiones constantes pueden diferir en diferentes individuos en una o mas posiciones
polimorficas. Los isoalotipos difieren de los alotipos en que los sueros que reconocen un isoalotipo se unen a una
region no polimorfica de uno o mas isotipos diferentes. Asi, por ejemplo, las regiones constantes de la cadena
pesada pueden ser de los alotipos IgG1 G1m1 0 IgG1 G1m3 y tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 52
o SEQ ID N°: 55. Incluso otra region constante de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N°: 52 o SEQ ID N°: 55 excepto porque carece de la lisina C-terminal.

Uno o varios aminoacidos del extremo aminoterminal o carboxiterminal de la cadena ligera y/o pesada, como la lisina
C-terminal de la cadena pesada, pueden faltar o derivatizarse en una proporciéon o en todas las moléculas. Se
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pueden hacer sustituciones en las regiones constantes para reducir o aumentar la funcién efectora, como la
citotoxicidad mediada por el complemento o ADCC (véase, por ejemplo, Winter et al., Patente de EE. UU. N°
5.624.821; Tso et al., Patente de EE. UU. N° 5.834.597; y Lazar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 4005, 2006),
o para prolongar la vida media en humanos (véase, por ejemplo, Hinton et al., J. Biol. Chem. 279: 6213, 2004). Las
sustituciones ejemplares incluyen una Gin en la posicion 250 y/o una Leu en la posicion 428 (se usa la numeracion
EU en este parrafo para la region constante) para incrementar la vida media de un anticuerpo. La sustitucion en
cualquiera o en todas las posiciones 234, 235, 236 y/o 237 reduce la afinidad por los receptores de Fcy,
particularmente el receptor FcyRI (véase, por ejemplo, el documento US 6.624.821). Algunos anticuerpos tienen una
sustitucion de alanina en las posiciones 234, 235 y 237 de la IgG1 humana para reducir las funciones efectoras.
Opcionalmente, las posiciones 234, 236 y/o 237 en IgG2 humana estan sustituidas con alanina, y la posicién 235
con glutamina (véase, por ejemplo, el documento US 5.624.821).

En algunos anticuerpos, la region constante de la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos designada SEQ
ID N°: 49. En algunos anticuerpos, la region constante de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos
designada SEQ ID N°: 52. Las cadenas ligeras ejemplares de Hu1H7 tienen SEQ ID N°: 53 o SEQ ID N° 54. Las
cadenas pesadas ejemplares de Hu1H7 tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 55 o SEQ ID N°: 56. En
algunos anticuerpos, la cadena ligera es la SEQ ID N°: 53. En algunos anticuerpos, la cadena pesada es la SEQ ID
N°: 56.

D. Expresion de Anticuerpos Recombinantes

Los anticuerpos pueden producirse mediante expresion recombinante. En los acidos nucleicos que codifican los
anticuerpos pueden optimizarse los codones para la expresion en el tipo de célula deseado (por ejemplo, CHO o
Sp2/0). Las construcciones de acidos nucleicos recombinantes tipicamente incluyen una secuencia de control de la
expresion unida de forma operable a las secuencias codificantes de las cadenas de anticuerpos, incluidas las
regiones promotoras asociadas de forma natural o heterélogas. Las secuencias de control de la expresion pueden
ser sistemas promotores eucariotas en vectores capaces de transformar o transfectar células huésped eucariotas.
Una vez que el vector se ha incorporado en el huésped apropiado, el huésped se mantiene en condiciones
adecuadas para la expresion a alto nivel de las secuencias de nucledtidos, y la recoleccion y purificacion de los
anticuerpos de reaccion cruzada. El vector o vectores que codifican las cadenas de anticuerpos también pueden
contener un gen seleccionable, tal como la dihidrofolato reductasa, para permitir la amplificacion del nimero de
copias de los acidos nucleicos que codifican las cadenas de anticuerpos.

E. coli es un huésped procariota particularmente Util para expresar anticuerpos, particularmente fragmentos de
anticuerpos. Los microbios, como la levadura, también son Utiles para la expresion. Saccharomyces es un ejemplo
de un huésped de levadura, con vectores adecuados que tienen secuencias de control de la expresion, un origen de
replicacion, secuencias de terminacion y similares, segun se desee. Los promotores tipicos incluyen la 3-
fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glicoliticas. Los promotores de levadura inducibles incluyen, entre otros,
promotores de alcohol deshidrogenasa, isocitocromo C y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y
galactosa.

Las células de mamifero se pueden usar para expresar segmentos de nucleétidos que codifican inmunoglobulinas o
fragmentos de las mismas. Véase Winnacker, From Genes to Clones, (VCH Publishers, N.Y., 1987). Se han
desarrollado varias lineas celulares huésped adecuadas capaces de secretar proteinas heterdlogas intactas, e
incluyen lineas celulares CHO, varias lineas celulares COS, células Hela, células HEK293, células L y mielomas
que no producen anticuerpos, que incluyen Sp2/0 y NSO. Puede ser ventajoso utilizar células no humanas. Los
vectores de expresion para estas células pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un origen
de replicacion, un promotor, un potenciador (Queen et al., Immunol. Rev. 89:49 (1986)), y los sitios de informacion
de procesamiento necesarios, tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de corte y empalme del ARN, sitios de
poliadenilaciéon y secuencias de terminacion transcripcional. Las secuencias de control de la expresion adecuadas
son promotores derivados de genes endogenos, citomegalovirus, SV40, adenovirus, papilomavirus bovino y
similares. Véase Co et al., J. Immunol. 148: 1149 (1992).

Habiendo introducido el/los vector(es) que codifica(n) las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos en cultivos
celulares, se pueden cribar agrupaciones de células para determinar la productividad del cultivo y la calidad del
producto en medios sin suero. Los grupos de células mas productivos pueden someterse luego a una clonacion de
una sola célula basada en FACS para generar lineas monoclonales. Pueden ser ventajosas productividades
especificas por encima de 50 pg o 100 pg por célula por dia, que corresponden a titulos de productos de mas de 7,5
g/L de cultivo. Los anticuerpos producidos por clones de células individuales también se pueden ensayar para
determinar la turbidez, las propiedades de filtracién, PAGE, IEF, barrido UV, HP-SEC, cartografia de carbohidratos-
oligosacaridos, espectrometria de masas y ensayos de union, como ELISA o Biacore. Un clon seleccionado puede
almacenarse después en multiples viales y almacenarlo congelado para su uso posterior.

Una vez expresados, los anticuerpos pueden purificarse de acuerdo con los procedimientos convencionales de la
técnica, que incluyen la captura con proteina A, cromatografia en columna (por ejemplo, interaccion hidréfoba o
intercambio i6nico), bajo pH para inactivacion viral y similares (véase, en general, Scopes, Protein Purification
Springer-Verlag, N.Y., 1982)).
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Metodologia para la produccion comercial de anticuerpos que incluye la optimizacion de codones, seleccion de
promotores, elementos de transcripcion y terminadores, clonacién de células individuales sin suero, bancos de
células, uso de marcadores de seleccion para la amplificacién del nUmero de copias, terminador de CHO, clonacién
de células individuales sin suero, mejora de los titulos de proteinas (véanse, por ejemplo, los documentos US
5.786.464, US 5.888.809, US 6.063.598, US 6.114.148, US 7.569.339, W0O2004/050884, W02005/019442,
W02008/012142, W0O2008/012142, WO2008/107388, y W0O2009/027471).

E. Acidos nucleicos

La descripcidon proporciona ademas acidos nucleicos que codifican cualquiera de las cadenas pesadas y ligeras
descritas anteriormente. Tipicamente, los acidos nucleicos también codifican un péptido sefial fusionado con las
cadenas pesadas y ligeras maduras (por ejemplo, péptidos sefal que tienen secuencias de aminoacidos de SEQ ID
N°s: 29, 31 y 41 que pueden codificarse mediante las SEQ ID N°s: 28, 30 y 40). Las secuencias de codificacion en
acidos nucleicos pueden estar en una union operable con secuencias reguladoras para asegurar la expresion de las
secuencias de codificacién, tales como un promotor, potenciador, sitio de unién al ribosoma, sefial de terminacion de
la transcripcién y similares. Los acidos nucleicos que codifican las cadenas pesadas y ligeras pueden aparecer en
forma aislada o pueden clonarse en uno o mas vectores. Los acidos nucleicos pueden sintetizarse, por ejemplo,
mediante sintesis en estado sélido o PCR de oligonucledtidos solapantes. Los acidos nucleicos que codifican las
cadenas pesadas y ligeras pueden unirse como un acido nucleico contiguo, por ejemplo, dentro de un vector de
expresion, o pueden estar separados, por ejemplo, cada uno clonado en su propio vector de expresion.

V. APLICACIONES TERAPEUTICAS

La invencion proporciona un anticuerpo para el uso en varios métodos para tratar o efectuar la profilaxis de la
enfermedad de cuerpos de Lewy en pacientes que padecen o corren el riesgo de padecer dicha enfermedad. Los
pacientes susceptibles de tratamiento incluyen individuos con riesgo de enfermedad de LBD pero que no muestran
sintomas, asi como pacientes que actualmente presentan sintomas o los primeros signos de advertencia de
sinucleinopatias, por ejemplo, ralentizacion del EEG, manifestaciones neuropsiquiatricas (depresion, demencia,
alucinaciones, ansiedad, apatia, anhedonia), cambios autonédmicos (hipotension ortostatica, trastornos de la vejiga,
estrefiimiento, incontinencia fecal, sialorrea, disfagia, disfuncion sexual, cambios en la circulacidon sanguinea
cerebral), cambios sensoriales (olfatorio, dolor, sensaciones anormales de discriminacion del color), trastornos del
suefo (trastorno del comportamiento del suefio REM (RBD), sindrome de piernas inquietas/movimientos periédicos
de las extremidades, hipersomnia, insomnio) y otros signos y sintomas diversos (fatiga, diplopia, visién borrosa,
seborrea, pérdida/ganancia de peso). Por lo tanto, los métodos actuales se pueden administrar profilacticamente a
individuos que tienen un riesgo genético conocido de LBD. Tales individuos incluyen aquellos que tienen parientes
que han experimentado esta enfermedad, y aquellos cuyo riesgo esta determinado por el analisis de marcadores
genéticos o bioquimicos. Los marcadores genéticos de riesgo hacia la EP incluyen mutaciones en los genes de alfa-
sinucleina o Parkin, UCHLI y CYP2D6; particularmente las mutaciones en las posiciones 30 y 53 del gen de alfa-
sinucleina. Las personas que actualmente padecen la enfermedad de Parkinson se pueden reconocer por sus
manifestaciones clinicas, que incluyen temblor en reposo, rigidez muscular, bradicinesia e inestabilidad postural.

En los pacientes asintomaticos, el tratamiento puede comenzar a cualquier edad (p. €j., 10, 20, 30 afios). Por lo
general, sin embargo, no es necesario comenzar el tratamiento hasta que el paciente alcance los 40, 50, 60 o 70
afos. El tratamiento generalmente implica multiples dosis durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede
controlarse mediante el analisis de anticuerpos o las respuestas de células T o células B activadas a un agente
terapéutico (por ejemplo, una forma truncada del péptido alfa-sinucleina) a lo largo del tiempo. Si la respuesta cae,
esta indicada una dosis de refuerzo.

Los anticuerpos se pueden usar para tratar o efectuar la profilaxis de la enfermedad de cuerpos de Lewy en
pacientes mediante la administracién en condiciones que generan una respuesta terapéutica beneficiosa en un
paciente (p. €j., reduccion de agregados de sinucleina alfa neuronales y/o axonales, reduccion de la distrofia
neuritica, mejora de la funcion cognitiva, y/o reversion, tratamiento o prevencion del deterioro cognitivo) en el
paciente. En algunos métodos, las areas de distrofia neuritica en el neuropilo de la neocorteza y/o los ganglios
basales se pueden reducir en promedio al menos un 10%, 20%, 30% o 40% en los pacientes tratados en
comparacién con una poblacién de control.

El deterioro cognitivo, la disminucion progresiva de la funciéon cognitiva, los cambios en la morfologia cerebral y los
cambios en la funcidon cerebrovascular se observan cominmente en pacientes que padecen o corren el riesgo de
padecer la enfermedad de cuerpos de Lewy. La administracion de los presentes anticuerpos puede inhibir o retrasar
la disminucidn de la funcién cognitiva en tales pacientes.

La descripcion también proporciona métodos para conservar o incrementar la densidad sinaptica y/o la densidad
dentritica. Un indice de cambios en la densidad sinaptica o dentritica puede medirse mediante marcadores de
formacion de sinapsis (sinaptofisina) y/o dendritas (MAP2). En algunos métodos, la densidad sinaptica o dentritica se
puede restaurar al nivel de la densidad sinaptica o dentritica en un sujeto sano. En algunos métodos, el nivel medio
de densidad sinaptica o dentritica en los pacientes tratados puede elevarse en un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% o
mas en comparacion con una poblacién de pacientes de control no tratados.
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VI.  COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y METODOS DE TRATAMIENTO

En las aplicaciones profilacticas, se administra un anticuerpo o una composiciéon farmacéutica del mismo a un
paciente susceptible, o de otro modo en riesgo de una enfermedad en un régimen (dosis, frecuencia y via de
administracion) eficaz para reducir el riesgo, disminuir la gravedad o retrasar la aparicion de al menos un signo o
sintoma de la enfermedad. En algunas aplicaciones profilacticas, el régimen es efectivo para inhibir o retrasar la
acumulacioén de alfa sinucleina y fragmentos truncados en el cerebro, y/o inhibir o retrasar sus efectos tdxicos y/o
inhibir o retrasar el desarrollo de déficits conductuales. En las aplicaciones terapéuticas, se administra un anticuerpo
0 agente para inducir un anticuerpo a un paciente sospechoso de padecer o que ya padece una enfermedad de
cuerpos de Lewy en un régimen (dosis, frecuencia y via de administracion) eficaz para mejorar o al menos inhibir el
deterioro adicional de al menos un signo o sintoma de la enfermedad. En algunas aplicaciones terapéuticas, el
régimen es efectivo para reducir o al menos inhibir el aumento adicional de los niveles de alfa sinucleina y
fragmentos truncados, las toxicidades asociadas y/o déficits conductuales.

Un régimen se considera terapéuticamente o profilacticamente efectivo si un paciente tratado individualmente logra
un resultado mas favorable que el resultado medio en una poblaciéon de control de pacientes comparables no
tratados mediante los métodos de la invencion, o si se demuestra un resultado mas favorable en pacientes tratados
frente a los pacientes de control en un ensayo clinico controlado (p. e€j., un ensayo de fase I, fase Il/lll o fase 1ll) al
nivel p <0,05 o0 0,01 o incluso 0,001.

Las dosis efectivas varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluidos los medios de administracion, el
sitio objetivo, el estado fisiolégico del paciente, incluido el tipo de enfermedad de cuerpos de Lewy, si el paciente es
portador de ApoE, si el paciente es humano o un animal, otros medicamentos administrados, y si el tratamiento es
profilactico o terapéutico.

Un rango de dosificacion ejemplar para los anticuerpos es de aproximadamente 0,01 a 5 mg/kg, y mas
habitualmente de 0,1 a 3 mg/kg o 0,15-2 mg/kg o 0,15-1,5 mg/kg, del peso corporal del paciente. El anticuerpo
puede administrarse a tales dosis diariamente, en dias alternos, semanalmente, quincenalmente, mensualmente,
trimestralmente o de acuerdo con cualquier otro calendario determinado mediante analisis empirico. Un tratamiento
ejemplar implica la administracion en dosis multiples durante un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis
meses. Los regimenes de tratamiento ejemplares adicionales implican la administracion una vez cada dos semanas
o una vez al mes o una vez cada 3 a 6 meses.

Los anticuerpos pueden administrarse a través de una ruta periférica (es decir, una en la que un anticuerpo
administrado o inducido cruza la barrera hematoencefalica para alcanzar un sitio previsto en el cerebro. Las vias de
administracion incluyen la tdpica, intravenosa, oral, subcutanea, intraarterial, intracraneal, intratecal, intraperitoneal,
intranasal o intramuscular. Algunas rutas para la administracion de anticuerpos son la intravenosa y subcutanea.
Este tipo de inyeccion generalmente se realiza en los musculos de los brazos o las piernas. En algunos métodos, los
agentes se inyectan directamente en un tejido particular donde se han acumulado depésitos, por ejemplo, inyeccion
intracraneal.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral son estériles y sustancialmente isotonicas, y se
fabrican en condiciones GMP. Las composiciones farmacéuticas se pueden proporcionar en forma de dosis unitaria
(es decir, la dosis para una administracion unica). Las composiciones farmacéuticas pueden formularse utilizando
uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o agentes auxiliares fisioldgicamente aceptables. La formulacion
depende de la via de administracion elegida. Para la inyeccion, los anticuerpos pueden formularse en soluciones
acuosas, preferiblemente en tampones fisioldgicamente compatibles, como la solucion de Hank, la solucion de
Ringer o solucion salina fisioldgica o tampoén acetato (para reducir las molestias en el lugar de la inyeccion). La
solucion puede contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, los anticuerpos pueden estar en forma liofilizada para su reconstitucién con un vehiculo adecuado,
p. €j., agua estéril apirégena, antes del uso.

Los regimenes actuales pueden administrarse en combinacion con otro agente eficaz en el tratamiento o la profilaxis
de la enfermedad que se esta tratando. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de Parkinson, la inmunoterapia
contra alfa sinucleina (documento WO/2008/103472), levodopa, agonistas de dopamina, inhibidores de COMT,
inhibidores de MAO-B, amantadina o agentes anticolinérgicos pueden usarse en combinacion con los presentes
regimenes.

VII.  OTRAS APLICACIONES

Los anticuerpos descritos anteriormente se pueden usar para detectar alfa-sinucleina en el contexto del diagnostico
o tratamiento clinico o en la investigacion. Los anticuerpos también se pueden comercializar como reactivos de
investigacion para la investigacion de laboratorio en la deteccion de células que albergan alfa-sinucleina y su
respuesta a diversos estimulos. En tales usos, los anticuerpos monoclonales pueden marcarse con moléculas
fluorescentes, moléculas con marcaje de spin, enzimas o radioisotopos, y pueden proporcionarse en forma de kit con
todos los reactivos necesarios para realizar el ensayo de alfa-sinucleina. Los anticuerpos también se pueden usar
para purificar alfa-sinucleina, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad.
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Los anticuerpos se pueden usar para detectar LBs en un paciente. Dichos métodos son utiles para diagnosticar o
confirmar el diagndstico de EP u otra enfermedad asociada con la presencia de LBs en el cerebro o la
susceptibilidad a los mismos. Por ejemplo, los métodos se pueden usar en un paciente que presenta sintomas de
demencia. Si el paciente tiene LBs, es probable que sufra una enfermedad de cuerpos de Lewy, como la
enfermedad de Parkinson. Los métodos también pueden usarse en pacientes asintomaticos. La presencia de
cuerpos de Lewy u otros depdsitos anormales de alfa-sinucleina indica susceptibilidad a futuras enfermedades
sintomaticas. Los métodos también son utiles para monitorear la progresion de la enfermedad y/o la respuesta al
tratamiento en pacientes a los que se les ha diagnosticado previamente una enfermedad de cuerpos de Lewy.

Los métodos se pueden realizar administrando un anticuerpo y luego detectando el anticuerpo después de que se
haya unido. Si se desea, la respuesta de eliminacion se puede evitar mediante el uso de un fragmento de anticuerpo
que carece de una region constante de longitud completa, como un Fab. En algunos métodos, el mismo anticuerpo
puede servir tanto como tratamiento como reactivo de diagndstico.

Para el diagnéstico (p. €j., imagenologia in vivo), los anticuerpos pueden administrarse mediante inyeccion
intravenosa en el cuerpo del paciente, o directamente en el cerebro mediante inyeccion intracraneal o perforando un
agujero a través del craneo. La dosificacion del reactivo debe estar dentro de los mismos rangos que para los
métodos de tratamiento. Tipicamente, el anticuerpo esta marcado, aunque en algunos métodos, el anticuerpo no
esta marcado y se usa un agente de marcaje secundario para unirse al anticuerpo. La eleccion de la etiqueta
depende de los medios de deteccion. Por ejemplo, una etiqueta fluorescente es adecuada para la deteccion optica.
El uso de etiquetas paramagnéticas es adecuado para la deteccién tomografica sin intervencion quirargica. Las
etiquetas radiactivas también se pueden detectar con PET o SPECT.

El diagndstico se realiza comparando el numero, el tamafio y/o la intensidad de los loci etiquetados con los valores
de referencia correspondientes. Los valores de referencia pueden representar los niveles medios en una poblaciéon
de individuos no enfermos. Los valores de referencia también pueden representar los niveles previos determinados
en el mismo paciente. Por ejemplo, los valores de referencia se pueden determinar en un paciente antes de
comenzar el tratamiento, y los valores medidos a partir de entonces se comparan con los valores de referencia. Una
disminucion en los valores respecto de los valores de referencia indica una respuesta positiva al tratamiento.

Los anticuerpos se pueden usar para generar anticuerpos anti-idiotipo. (véase, por ejemplo, Greenspan & Bona,
FASEB J. 7 (5): 437-444, 1989; y Nissinoff, J. Immunol. 147: 2429-2438, 1991). Dichos anticuerpos anti-idiotipo
pueden utilizarse en farmacocinética, farmacodinamica, estudios de biodistribucién, asi como en estudios de
respuestas clinicas de anticuerpos humanos-anti-humanos (HAHA) en individuos tratados con los anticuerpos. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-idiotipicos se unen especificamente a la regién variable de los anticuerpos 1H7
humanizados y, por lo tanto, pueden usarse para detectar anticuerpos 1H7 humanizados en estudios
farmacocinéticos y ayudar a cuantificar las respuestas de anticuerpos humanos-anti-humanos (HAHA) en individuos
tratados.

Si se asocian diferentes versiones de una secuencia con un nimero de acceso en diferentes momentos, se entiende
la version asociada con el numero de acceso en la fecha de presentacion efectiva de esta solicitud. La fecha de
presentacion efectiva se refiere a la fecha de presentacion anterior de la fecha de presentacion concreta o la fecha
de presentacion de una solicitud de prioridad que se refiere al nimero de acceso, si es aplicable. Del mismo modo,
si se publican diferentes versiones de una publicacién, sitio web o similares en diferentes momentos, se entiende la
version mas recientemente publicada en la fecha de presentacion efectiva de la solicitud, a menos que se indique lo
contrario. Cualquier caracteristica, etapa, elemento, realizacién o aspecto de la invencidon se puede usar en
combinacién con cualquier otro a menos que se indique especificamente lo contrario.

Ejemplos
Ejemplo I. Disefio de anticuerpos 1H7 humanizados

El punto de partida o el anticuerpo donante para la humanizacion es el anticuerpo de ratén 1H7 producido por el
hibridoma que tiene el nimero de acceso de la ATCC PTA-8220 y que se describe en la solicitud de patente de los
EE.UU. n° 11/710.248, publicada como US2009/0208487. Las secuencias completas de aminoacidos y de acido
nucleico de la region variable de la cadena pesada de m1H7 se proporcionan como SEQ ID N° 4 y 5,
respectivamente. Las secuencias completas de aminoacidos y acidos nucleicos de la region variable de la cadena
ligera de m1H7 se proporcionan como SEQ ID N°s: 6 y 7, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y acidos
nucleicos de la region variable de la cadena pesada de m1H7 maduro se proporcionan como SEQ ID N°: 8 y 9,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la regién variable de la cadena ligera de
m1H7 maduro se proporcionan como SEQ ID N°: 10 y 11, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada se proporcionan como SEQ ID N%: 12, 13, y 14, respectivamente. Las
secuencias de aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera se proporcionan como SEQ ID N°s: 15,
16, y 17, respectivamente. En este Ejemplo se utiliza la numeracion de Kabat.

La regioén variable kappa (Vk) de m1H7 pertenece al subgrupo 3 de Kabat de ratén, que corresponde al subgrupo 1
de Kabat humano. La region variable pesada (Vh) de 1H7 pertenece al subgrupo 5a de Kabat de raton, que
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corresponde al subgrupo 1 de Kabat humano (Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta
edicién). Publicacion del NIH N° 91-3242, 1991). La CDR-L1 de 15 residuos pertenece a la clase canodnica 5
(obsérvese que la Metionina de la posicion 33 normalmente es Leucina en esta clase), la CDR-L2 de 7 residuos
pertenece a la clase candnica 1, la CDR-L3 de 9 residuos pertenece a la clase candnica 1 de Vk (Martin y Thornton,
J Mol Biol. 263: 800-15, 1996). La CDR-H1 de 5 residuos pertenece a la clase canodnica 1, la CDR-H2 de 17 residuos
pertenece a la clase candnica 2 (Martin y Thornton, J Mol Biol. 263: 800-15, 1996). La CDR-H3 no tiene clases
canonicas, pero el bucle de 8 residuos probablemente tiene una base retorcida de acuerdo con las reglas de Shirai
et al., FEBS Lett. 455: 188-97 (1999).

Los residuos en la interfase entre los dominios Vk y Vh son los hallados habitualmente, excepto porque F46 en la
cadena kappa normalmente es una Leucina. Esto hace que esta posicion sea un candidato para la retromutacion. Se
realizdé una busqueda a lo largo de las secuencias de proteinas en la base de datos de PDB (Deshpande et al.,
Nucleic Acids Res. 33: D233-7, 2005) para encontrar estructuras que proporcionasen un modelo estructural
aproximado de 1H7. El anticuerpo anti-VIH 0.5B tiene una buena similitud de secuencia global con Vk de 1H7,
conservando las mismas estructuras canénicas para los bucles. La estructura de RMN del anticuerpo anti-VIH 0.5B
(cédigo pdb 1QNZ; Tugarinov et al., Structure 8: 385-95, 2000) se utilizé para la estructura de Vk en el modelado. El
anticuerpo anti-alfa-(2—8)-acido polisialico tiene una buena similitud de secuencia global con la estructura de Vh de
1H7. También tiene una CDR-H3 de una longitud similar con una base retorcida. La estructura del anticuerpo anti-
alfa-(2—8)-acido polisidlico (1PLG; Evans et al., Biochemistry 34: 6737-44, 1995) tiene una resolucidon razonable
(2.8A), y se utilizé para la estructura de Vh en el modelado. Ademas, las CDR-H1 y H2 del anticuerpo anti-alfa-
(2—8)-acido polisialico tienen las mismas estructuras canodnicas que Vh de 1H7. Se utiliz6 DeepView/Swiss-
PdvViewer 3.7 (SP5) (Guex & Peitsch, Electrophoresis 18: 2714-2723, 1997) para modelar una estructura
aproximada de 1H7fv.

Una busqueda en la base de datos de secuencias de proteinas no redundantes del NCBI permitié la seleccion de
estructuras humanas adecuadas en las que injertar las CDRs murinas. Para Vk, se eligid una cadena ligera kappa
humana con el codigo de acceso del NCBI AAY33358 (Gl: 63102905; SEQ ID N°: 43) (Kramer et al., Eur J Immunol.
35: 2131-45, 2005). Tiene las mismas clases canonicas para CDR-L2 y L3, y pertenece a la linea germinal A30 de
kappa humana, un miembro del subgrupo 1 de kappa humana de Kabat. AAY33358 tiene una identidad de
secuencia del 65,4% en la region estructural de la regién variable de la cadena ligera respecto de la cadena ligera de
1H7 murino. Para Vh, se eligié la cadena pesada de Ig humana BAC02037 (Gl: 21670055; SEQ ID N°: 42),
perteneciente a la linea germinal pesada humana VH1-18. Es miembro del subgrupo 1 pesado humano de Kabat.
Comparte la forma canénica de CDR-H1 y H2 de 1H7, y H3 tiene una longitud de 8 residuos con una base retorcida
predicha. BAC02037 tiene una identidad de secuencia del 65,8% en la region estructural de la region variable
respecto de la cadena pesada de 1H7 murino. Las secuencias variables de la cadena pesada y ligera de 1H7
humanizadas que no tienen retromutaciones o mutaciones de CDR se proporcionan como SEQ ID N°s: 44-45.

Se construyeron cuatro variantes de regiones variables de la cadena ligera humanizada y cinco variantes de la
region variable de la cadena pesada humanizada que contenian diferentes permutaciones de las sustituciones
anteriores (Hu1H7VLv1-v4; SEQ ID N° 32-39 y Hu1H7VHv1-v5; SEQ ID N°: 18-27 respectivamente) (Figs. 1-2 y
Tabla 1). Las SEQ ID N°s: 19, 21, 23, 25, 27, 33, 35, 37 y 39 incluyen retromutaciones como se muestra en la Tabla
1. Ademas, dos cadenas pesadas humanizadas (SEQ ID N°s: 25, 27) incluyen la mutaciéon C — S en la posicion H97
(numeracion de Kabat) de la CDRS3 de la cadena pesada (Figs. 1-2 y Tabla 1). Los aminoacidos en L46, L49, L83,
H11, H28, H38, H48, H67, H69, H71, H91 y H97 en Hu1H7VLv1-v4 y Hu1H7VHv1-v5 se enumeran en la Tabla 2.

Se descubrié que la variante H3L3 hu1H7VHv3 (SEQ ID N°: 23) -Hu1H7VLv3 (SEQ ID N°: 37) proporciona la
constante de disociacion mas baja (constante de asociacion mas alta), igual que 1H7 de ratén dentro del EEM.
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Tabla 1 Retromutaciones de V4, Vi y mutaciones de CDR

residuos de la region estructural | mutaciones
variante de Vy secuencia aceptora de exones de Vy donante de CDR
cédigo de acceso del NCBI H11, H28, H38, H48, H67, H69,
Hu1H7VHv1 (SEQ ID N°: 19) BAC02037 H71, H91
cédigo de acceso del NCBI H28, H48, H67, H69, H71, H91
Hu1H7VHv2 (SEQ ID N°: 21) BAC02037 (SEQ ID N°: 42)
cédigo de acceso del NCBI H67, H71
Hu1H7VHv3 (SEQ ID N°: 23) BAC02037 (SEQ ID N°: 42)
cédigo de acceso del NCBI H28, H48, H67, H69, H71, H91 H97
Hu1H7VHv4 (SEQ ID N°: 25) BAC02037 (SEQ ID N°: 42)
cédigo de acceso del NCBI H67, H71 H97
Hu1H7VHv5 (SEQ ID N°: 27) BAC02037 (SEQ ID N°: 42)
secuencia aceptora de exones de | residuos de la regién estructural
variante de VL VL donante
Tabla 1 Retromutaciones de V4, Vi y mutaciones de CDR
. . residuos de la region mutaciones
variante de Vy secuencia aceptora de exones de Vy estructural donante de CDR
cédigo de acceso del NCBI AAY33358 L46, L49, L83
Hu1H7VLv1 (SEQ ID N°: 33) (SEQ ID N°: 43)
cédigo de acceso del NCBI AAY33358 L46, L83
Hu1H7VLv2 (SEQ ID N°: 35) (SEQ ID N°: 43)
cédigo de acceso del NCBI AAY 33358 L46, L49
Hu1H7VLv3 (SEQ ID N°: 37) (SEQ ID N°: 43)
cédigo de acceso del NCBI AAY33358 L46
Hu1H7VLv4 (SEQ ID N°: 39) (SEQ ID N°: 43)
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Las razones para la seleccion de las posiciones anteriores como candidatos para la sustitucion son las siguientes.

L46F (aqui como en cualquier otra parte de la presente memoria para las retromutaciones de la regién estructural, el
primer residuo mencionado es el residuo humano y el segundo el residuo de ratén): Esta posicion corresponde a
residuos de la interfase Vk/Vh.

Y49C: la cisteina en esta posicion es inusual en la secuencia de ratdon o humano. Al ocupar una posicién en el centro
del sitio de unidn al antigeno, este residuo puede unirse al antigeno o mantener la conformacion de los bucles.

F83A: en la region estructural humana, esta posicion esta ocupada por fenilalanina, un aminoacido mas grande. Por
lo tanto, A83 seria inusual en las regiones estructurales humanas. En el anticuerpo humanizado, el dominio
constante sera humano y no de raton, por lo que el F83 humano seria habitual. Sin embargo, esta posicion en Vk
esta muy cerca del dominio constante y puede interferir con el empaquetamiento contra la regiéon constante. Por lo
tanto, seria interesante retromutarlo en A para ver si hay diferencia.

V11L: esta posicion contacta con el dominio constante y, por lo tanto, puede alterar la topografia del sitio de union.

T28S: esta posicion contribuye a la conformacion de CDR-H1, pero también puede unirse al antigeno. La mutacion T
— S es una mutacion conservativa.

R38K: esta posicion se encuentra debajo de CDR-H2, interaccionando con F63 en el modelo. La mutacion R — K es
una mutacién conservativa.

M438I: Esta posicion se encuentra debajo de F63 en CDR-H2 en el modelo. La mutacion M — | es una mutacion
conservativa.

V67A: Esta posicion se encuentra debajo de CDR-H2. La mutacion V — A no es una mutacién conservativa.
MG69L.: Esta posicion se encuentra debajo de CDR-H2. La mutacion M — L es una mutacion conservativa.
T71A: Esta posicion es un residuo canonico para CDR-H2. La mutacion T — A no es una mutacion conservativa.

Y91F: Esta posicion es un residuo de interfase que interactua con P44 en la cadena ligera. La mutacion Y — F es
una mutacion conservativa.

C97S: Esta mutacion de CDR en CDRH3 evita la modificacion postraduccional de la cisteina.
>Hu1H7VK Version1

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASNLESGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLOPEDAATYYCQQSNEDPFTFGOGTKLEIK (SEQ ID N°: 33)

>Hu1H7VK Version2

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLIYAASNLESGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDAATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK (SEQ ID N°: 35)

>Hu1H7VK Version3

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASNLESGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK (SEQ ID N°: 37)

>Hu1H7VK Version4

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLIYAASNLESGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK (SEQ ID N°: 39)

> Hu1H7vh Version1

QVQLVQSGAELKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVKQAPGQGLEWIGWIYPGSGNTKYSEKFKGRATLT
ADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGCYGFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID N°: 19)

> Hu1H7vh Version2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIYPGSGNTKYSEKFKGRATLT
ADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGCYGFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID N°: 21)

> Hu1H7vh Version3

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGSGNTKYSEKFKGRATM
TADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGCYGFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID N°: 23)
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> Hu1H7vh Version4

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIYPGSGNTKYSEKFKGRATLT
ADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGSYGFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID N°: 25)

> Hu1H7vh Version5

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGSGNTKYSEKFKGRATM
TADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGSYGFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID N°: 27)

Ejemplo II. Andlisis cinético de la unién de anticuerpos 1H7 murinos, quiméricos y humanizados

Se han caracterizado las cinéticas de unién de los anticuerpos 1H7 humanizados que comprenden una cadena
pesada seleccionada de Hu1H7VHv1-5 y una cadena ligera seleccionada de Hu1H7VLv1-4.

El analisis cinético de la unién completa de los anticuerpos a Biacore se llevé a cabo utilizando Biacore. Se
determinaron los parametros cinéticos de union detallados (tasa de asociacion, ka, tasa de disociacion, kd y
constante de afinidad, KD) para anticuerpos 1H7 murino (Fig. 3A), 1H7 quimérico (Fig. 3B) y 1H7 humanizado
(Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3, Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv1, Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv1) (Fig. 3C). Los parametros cinéticos
de unién del 1H7 humanizado, en particular Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3, son comparables a los del 1H7 murino.

Tabla 3. Parametros cinéticos de unién de 1H7 murino, 1H7 quimérico y 1H7 humanizado (Hu1H7VHv3-Hu1H7VLV3,
Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv1, Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv1)

Anticuerpo ka (1/ms) kd (1/s) Kb (nM)
1H7 murino 1,0e6 9,6e-3 9,5
1H7 quimérico 1,7€6 1,3e-2 7.4

1,3e6 1,1e-2 9,0
1H7 humanizado H3L3 (Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3)

1,1e6 1,3e-2 12
1H7 humanizado H3L1 (Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv1)

9,7e5 3,3e-2 33,9
1H7 humanizado H4L1 (Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv1)

8,8e5 5,6e-2 64,0
1H7 humanizado H5L1 (Hu1H7VHv5-HU1H7VLv1)

N/A * N/A * N/A *

1H7 humanizado H4L4 (Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv4)

Los parametros cinéticos de unién no se pudieron determinar para Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv4 a concentraciones
comparables a las utilizadas en el analisis para otros anticuerpos 1H7 humanizados o 1H7 murino/quimérico.

La cinética de unién de los anticuerpos 1H7 humanizados también se midi6 mediante interferometria de biocapa
(BLI) utilizando un instrumento ForteBio Octet QK (ForteBio, Menlo Park, CA). Se determinaron los parametros
cinéticos de union detallados (velocidad de asociacion, ka aparente, velocidad de disociacion, kd aparente y
constante de afinidad, KD aparente) para los anticuerpos 1H7 quimérico y diversos 1H7 humanizados (Tablas 6-7,
Figs. 4A-C). La ka aparente, kd aparente y Kp aparente son parametros cinéticos de union obtenidos utilizando los
formatos de ensayo de ForteBio. Estos parametros difieren de ka, kd y Kp medidos usando ensayos Biocore debido,
por ejemplo, a los efectos de la avidez asociados con los formatos de ensayo de ForteBio.

21




10

15

20

25

ES 2749 457 T3

Tabla 4. Parametros cinéticos de union de 1H7 quimérico y 1H7 humanizado (Hu1H7VHv1-Hu1H7VLv1,
Hu1H7VHv1-Hu1H7VLv2, Hu1H7VHu1-Hu1H7VLv3, Hu1H7VHv1-Hu1H7VLv4, Hu1H7VHv2-Hu1H7VLv1,
Hu1H7VHv2-Hu1H7VLv2)

Anticuerpo Ka aparente (1/Ms) Kd aparente (1/s) Kp aparente (nM)
1H7 quimérico 4, 7e5 1,1e-6 2,3e-3
1H7 humanizado H1L1 (Hu1H7VHv1- (2,5e5 1,2e-3 4.8
Hu1H7VLv1)

1H7 humanizado H1L2 (Hu1H7VHv1- |1,6e6 9e-3 5,8
Hu1H7VLv2)

1H7 humanizado H1L3 (Hu1H7VHv1- (2,2e5 6,4e-4 2,9
Hu1H7VLv3)

1H7 humanizado H1L4 (Hu1H7VHv1- |(1,8e6 5,8e-3 3,3
Hu1H7VLv4)

1H7 humanizado H2L1 (Hu1H7VHv2- (5,8e5 4,2e-6 7,2e-3
Hu1H7VLv1)

1H7 humanizado H2L2 (Hu1H7VHv2- (2,3e6 4 .6e-3 2
Hu1H7VLv2)

Tabla 5. Parametros cinéticos de union de 1H7 quimérico y 1H7 humanizado (Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv2,
Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv3, Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv4, Hu1H7VHV5-Hu1H7VLv2, Hu1H7VHV5-HU1H7VLV3,
Hu1H7VHv5-Hu1H7VLv4)

Anticuerpo Ka aparente (1/Ms)  |Kd aparente (1/s) |Kp aparente (nM)
1H7 quimérico 8,3e5 8,7e-4 1,0
1H7 humanizado H4L2 (Hu17VHv4-Hu1H7VLv2) 1,2e6 2,1e-3 1,7

1H7 humanizado H4L3 (Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv3) |7,4e5 2,0e-3 2,7

1H7 humanizado H4L4 (Hu1H7VHv4-Hu1H7VLv4) |(5,2e5 2,3e-3 4.4

1H7 humanizado H5L3 (Hu1H7VHv5-HUu1H7VLv3) |(7,6e5 2,0e-3 2,6

)
)
1H7 humanizado H5L2 (Hu1H7VHv5-HU1H7VLv2) (5,2e5 2,1e-3 4.0
)
)

1H7 humanizado H5L4 (Hu1H7VHv5-Hu1H7VLv4) |1,6e6 1,9e-3 1,2

Los anticuerpos 1H7 humanizados, en particular Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv3 y Hu1H7VHv3-Hu1H7VLv1, exhibieron
patrones de tincién de varias regiones (p. €j., cuerpo estriado, capa de células piramidales, corteza, sustancia negra)
de cerebro de ratén transgénico o no transgénico similar a los de 1H7 murino.

EJEMPLO II. Inmunizacién pasiva con anticuerpos hacia a-sinucleina

El objetivo de este experimento es determinar la efectividad de los anticuerpos hacia a-sinucleina en estudios in vitro
e in vivo, asi como en ensayos conductuales. Se usaron ratones hembra transgénicos para a-sinucleina (Linea 61),
con inactivacion de a-sinucleina y de tipo natural, de 3-4 meses de edad al inicio y n = 14/grupo. Los anticuerpos
ensayados incluyeron 9E4 (IgG1, epitopo: aminoacidos 118-126 de alfa sinucleina), 5C1 (IgG1, epitopo:
aminoacidos 118-126 de alfa sinucleina, conector c), 5D12, 1gG2 (SN118-126), 1H7, IgG1 (SN 91-99) y un
anticuerpo de control IgG1 27-1. Los ratones recibieron una dosis de 10 mg/kg durante un periodo de 5 meses,
durante un total de 21 inyecciones. Ademas, se inyect6 a los animales lentivirus (LV) que expresaba la a-sinucleina
humana (t.n.) mediante la introduccién unilateral de la a-sinucleina humana (t.n.) en el hipocampo.

Los anticuerpos de lectura incluyen los de Chemicon (epitopo: alfa sinucleina de longitud completa), Millipore
(epitopo: alfa sinucleina de longitud completa) y Neotope, ELADW 105 (epitopo: aminoacidos 121-124 de alfa
sinucleina de longitud completa).

Resultados: Los titulos de anticuerpos se midieron durante la fase de vida. Los ensayos conductuales incluyen la
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prueba del laberinto acuatico de Morris (MWW) y la prueba de travesafio horizontal. La prueba de travesafio redondo
es una prueba de equilibrio motor, coordinacion y marcha realizada con dos travesafios de diametro variable. El
travesafo A tiene el diametro mas grande (mas facil, considerado el travesafio de entrenamiento), y el travesafio D
tiene el diametro mas pequefio (mas dificil, considerado el travesafio de prueba). Los datos se presentan como
"errores" (numero de resbalones/10 cm) y "velocidad" (tiempo necesario para desplazarse 10 cm/seg). El
rendimiento en el laberinto acuatico se realiz6 a las 10 semanas y en la finalizaciéon. Se tomaron las siguientes
medidas de neuropatologia: agregacion de alfa sinucleina, sinaptofisina y MAP2. Se tomaron las siguientes medidas
de bioquimica: alfa sinucleina, PSD95, sinaptofisina. Se realizaron marcajes confocales y multimarcajes
seleccionados mediante el uso de marcadores sinapticos, neuronales y gliales.

Los resultados mostraron que todos los anticuerpos, excepto 5D12, produjeron una reduccion significativa de la
acumulacion de a-syn y la conservacion de las densidades sinapticas y dendriticas, asi como resultados positivos en
el rendimiento de MWM. El anticuerpo 9E4 es efectivo en estudios in vitro e in vivo, asi como en ensayos
conductuales. Las lecturas indican que el anticuerpo puede reducir los agregados de alfa sinucleina neuritica/axonal.

Resultados conductuales: El anticuerpo 1H7 (asi como los anticuerpos 9E4 y 5C1) mejoraron el rendimiento en el
laberinto acuatico en ratones transgénicos con a-sinucleina, mientras que 5D12 no lo hizo. Los anticuerpos 9E4 y
1H7 mejoraron el rendimiento en la prueba del travesafio, medido tanto por la velocidad como por los errores,
mientras que los anticuerpos 5D12 y 5C1 no lo hicieron (Fig. 6).

Resultados de neuropatologia: Los anticuerpos 9E4, 1H7 y 5C1 redujeron la distrofia neuritica positiva para ELADW-
105, mientras que el anticuerpo 5D12 no lo hizo. En ratones transgénicos con alfa sinucleina, el anticuerpo 9E4
redujo el area de neuropilo en un 43% en la neocorteza y en un 40% en los ganglios basales en comparacion con el
control. El anticuerpo 9E4 también conservé la sinaptofisina y MAP2 en la neocorteza y los ganglios basales.

DEPOSITO

Las siguientes lineas celulares productoras de anticuerpos monoclonales se han depositado en virtud de las
disposiciones del Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection (ATCC, PO Box 1549, Manassas,
VA 20108) en las fechas indicadas:

Anticuerpo Linea celular Epitopo/Especificidad Isotipo |Fecha de depdsito N° de acceso

monoclonal

1H7 JH17.1H7.4.24.34  |residuos 91-99 de alfa- IgG1 |26 de febrero de 2007 |PTA-8220
sinucleina

A menos que sea evidente por el contexto, cualquier etapa, caracteristica, realizacion o aspecto se puede usar en
combinacién con cualquier otro.

Listado de secuencias
SEQ ID NO:1 Alfa-sinucleina humana natural de tipo salvaje
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVAT
VAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQ
EGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

SEQ ID NO:2 Dominio del componente no amiloide (NAC) de la alfa-sinucleina segun lo
informado por Jensen et al.

EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFV

SEQ ID NO:3 dominio del componente no amiloide (NAC) de alfa-sinucleina segun lo
informado por Ueda et al.

KEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGS
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SEQ ID NO:4 secuencia de nucledtidos variable de la cadena pesada del anticuerpo m1H7
(sefial peptidica subrayada; CDR mostrado en negrita y subrayado)

ATGGGATGGAGCTGGGTCTTTATCTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGTGTCCATTG
CCAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGACTTCAGTG
AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACAAGCTACTATATACACTGG
GTGAAGCAGAGTCCTGGACAGGGACTTGAGTGGATTGGATGGATTTATCCTGGA
AGTGGTAATACTAAGTACAGTGAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTG
CAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGA
CTCTGCAGTCTATTTCTGTGCAAGAGATGGTTGCTACGGGTTTGCTTACTGGGG
CCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCT

SEQ ID NO:5 secuencia de aa variable de la cadena pesada de anticuerpo m1H7 (sefial
peptidica subrayada; CDR mostrado en negrita y subrayado)

MGWSWVFIFLLSGTAGVHCQVQLQQSGPELVKPGTSVKISCKASGYSFTSYYIHWVK

QSPGQGLEWIGWIYPGSGNTKYSEKFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVY
FCARDGCYGFAYWGQGTLVTVS

SEQ ID NO:6 secuencia de nucledtidos variable de la cadena ligera de anticuerpo m1H7
(sefal peptidica subrayada; CDR mostrado en negrita y subrayado)

ATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGGTGCTGCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCA
CTGGTGACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAG
AGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAG
TTATATGAACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAATTCCTCATCTG
TGCTGCATCCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTC
TGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACC

TATTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAA
GTTGGAAATAAAA

SEQ ID NO:7 secuencia de aa variable de la cadena ligera de anticuerpo m1H7 (sefal
peptidica subrayada; CDR mostrado en negrita y subrayado)

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSY
MNWYQQKPGQPPKFLICAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQ
OSNEDPFTFGSGTKLEIK

SEQ ID NO:8 secuencia de nucleétidos variable de la cadena pesada de anticuerpo m1H7
maduro (CDR se muestra en negrita y subrayado)

GTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGACTTCAGTGAAGA
TATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACAAGCTACTATATACACTGGGTGAA
GCAGAGTCCTGGACAGGGACTTGAGTGGATTGGATGGATTTATCCTGGAAGTG
GTAATACTAAGTACAGTGAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGAC
ACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTG
CAGTCTATTTCTGTGCAAGAGATGGTTGCTACGGGTTTGCTTACTGGGGCCAAG
GGACTCTGGTCACTGTCTCT
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SEQ ID NO:9 secuencia de aa variable de la cadena pesada de anticuerpo m1H7 maduro
(CDR se muestra en negrita y subrayado)

VQLQQSGPELVKPGTSVKISCKASGYSFTSYYIHW VKQSPGQGLEWIGWIYPGSGNT

KYSEKFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARDGCYGFAYWGQGTLV
TVS

SEQ ID NO:10 secuencia de nucledtidos variable de la cadena ligera de anticuerpo m1H7
maduro (CDR se muestra en negrita y subrayado)

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGG
CCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAGTTAT
ATGAACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAATTCCTCATCTGTGCT
GCATCCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATT
ACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTG
GAAATAAAA

SEQ ID NO:11 secuencia de aa variable de la cadena ligera de anticuerpo m1H7 maduro (CDR
se muestra en negrita y subrayado)

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSYVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKFLICAASN
LESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQOSNEDPFTFGSGTKLEIK

SEQID NO:12 CDRH1 de la cadena pesada de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
SYYHH

SEQ ID NO:13 CDR2 de la cadena pesada de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
WIYPGSGNTKYSEKFKG

SEQ ID NO:14 CDRS3 de la cadena pesada de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
DGCYGFAY

SEQID NO:15 CDR1 de la cadena ligera de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
KASQSVDYDGDSYMN

SEQ ID NO:16 CDR2 de la cadena ligera de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
AASNLES

SEQID NO:17 CDR3 de la cadena ligera de anticuerpo m1H7 (Definicion de kabat)
OOSNEDPFT

SEQ ID NO:18 Hu1H7VHv1 (sec. nucledtidos)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGCTGAAGAAGCCCGGCGCCTCCGTG
AAGGTGTCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCTCCTACTACATCCACTGGGT
GAAGCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTGGATCTACCCCGGCTC
CGGCAACACCAAGTACTCCGAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCCTGACCGCCGA
CACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAGCTGCGCTCCCTGCGCTCCGACGACACC
GCCGTGTACTTCTGCGCCCGCGACGGCTGCTACGGCTITCGCCTACTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACCGTGTCCTCA

SEQ ID NO:19 Hu1H7VHv1 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)
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QVQLVQSGAELKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVKQAPGQGLEWIGWIYPGSG
NTKYSEKFKGRATLTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGCYGFAYWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO:20 Hu1H7VHv2 (sec. nucledtidos)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCTCCGTG
AAGGTGTCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCTCCTACTACATCCACTGGGT
GCGCCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTGGATCTACCCCGGCTCC
GGCAACACCAAGTACTCCGAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCCTGACCGCCGAC
ACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAGCTGCGCTCCCTGCGCTCCGACGACACCG
CCGTGTACTTCTGCGCCCGCGACGGCTGCTACGGCTTCGCCTACTGGGGCCAGGG
CACCCTGGTGACCGTGTCCTCA

SEQ ID NO:21 Hu1H7VHv2 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATLTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGCYGFAYWGQG
TLVTVSS

SEQ ID NO:22 Hu1H7VHv3 (sec. nucledtidos)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCTCCATG
AAGGTGTCCTGCAAGGCCTCCGGCTACACCTTCACCTCCTACTACATCCACTGGG
TGCGCCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTGGATCTACCCCGGCTC
CGGCAACACCAAGTACTCCGAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCATGACCGCCGA
CACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAGCTGCGCTCCCTGCGCTCCGACGACACC
GCCGTGTACTACTGCGCCCGCGACGGCTGCTACGGCTTCGCCTACTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACCGTGTCCTCA

SEQ ID NO:23 Hu1H7VHv3 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATMTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGCYGFAYWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:24 Hu1H7VHv4 (sec. nucledtidos)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCTCCAGTG
AAGGTGTCCTGCAAGGCCTCCGGCTACTCCTTCACCTCCTACTACATCCACTGGGT
GCGCCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATCGGCTGGATCTACCCCGGCTCC
GGCAACACCAAGTACTCCGAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCCTGACCGCCGAC
ACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAGCTGCGCTCCCTGCGCTCCGACGACACCG
CCGTGTACTTCTGCGCCCGCGACGGCTcCTACGGCTTCGCCTACTGGGGCCAGGGC
ACCCTGGTGACCGTGTCCTCA

SEQ ID NO:25 Hu1H7VHv4 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATLTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARDGSYGFAYWGQG
TLVTVSS

SEQ ID NO:26 Hu1H7VHvV5 (sec. nucledtidos)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCTCCGTG
AAGGTGTCCTGCAAGGCCTCCGGCTACACCTTCACCTCCTACTACATCCACTGGG
TGCGCCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTGGATCTACCCCGGCTC
CGGCAACACCAAGTACTCCGAGAAGTTCAAGGGCCGCGCCACCATGACCGCCGA
CACCTCCACCTCCACCGCCTACATGGAGCTGCGCTCCCTGCGCTCCGACGACACC
GCCGTGTACTACTGCGCCCGCGACGGCTcCTACGGCTTCGCCTACTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACCGTGTCCTCA

SEQ ID NO:27 Hu1H7VHv5 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATMTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGSYGFAYWGQ
GTLVTVSS

SEQ ID NO:28 sefial peptidica Hu1H7VH (sec. nucleétidos)

ATGGAGTTCGGCCTGTCCTGGCTGTTCCTGGTGGCCATCCTGAAGGGCGTGCAGT
GC

SEQ ID NO:29 sefal peptidica Hu1H7VH (sec. aminoacidos)
MEFGLSWLFLVAILKGVQC
SEQ ID NO:30 Hu1H7VH signal peptide (sec. nucledtidos)

ATGGACTGGACCTGGAGCATCCTTTTCTTGGTGGCAGCAGCAACAGGTGCCCACT
CC

SEQ ID NO:31 sefal peptidica Hu1H7VH (sec. aminoacidos)
MDWTWSILFLVAAATGAHS
SEQ ID NO:32 Hu1H7VLv1 (sec. nucledtidos)

GACATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCTCCCTGTCCGCCTCCGTGGGCGACCGCG
TGACCATCACCTGCAAGGCCTCCCAGTCCGTGGACTACGACGGCGACTCCTACAT
GAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGTTCCTGATCTGCGCCGCC

TCCAACCTGGAGTCCGGCGTGCCCTCCCGCTTCTCCGGCTCCGGCTCCGGCACCG
ACTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTGCAGCCCGAGGACGCCGCCACCTACTACTG
CCAGCAGTCCAACGAGGACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATC
AAG

SEQ ID NO:33 Hu1H7VLv1 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDAATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:34 Hu1H7VLv2 (sec. nucledtidos)

GACATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCTCCCTGTCCGCCTCCGTGGGCGACCGCG
TGACCATCACCTGCAAGGCCTCCCAGTCCGTGGACTACGACGGCGACTCCTACAT
GAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGTTCCTGATCTaCGCCGCC
TCCAACCTGGAGTCCGGCGTGCCCTCCCGCTTCTCCGGCTCCGGCTCCGGCACCG
ACTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTGCAGCCCGAGGACGCCGCCACCTACTACTG
CCAGCAGTCCAACGAGGACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATC
AAG

SEQ ID NO:35 Hu1H7VLv2 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLIYAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDAATYYCQOSNEDPFTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:36 Hu1H7VLv3 (sec. nucledtidos)

GACATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCTCCCTGTCCGCCTCCGTGGGCGACCGCG
TGACCATCACCTGCAAGGCCTCCCAGTCCGTGGACTACGACGGCGACTCCTACAT
GAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGTTCCTGATCTGCGCCGCC
TCCAACCTGGAGTCCGGCGTGCCCTCCCGCTTCTCCGGCTCCGGCTCCGGCACCG
ACTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGTCCAACGAGGACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATC
AAG

SEQ ID NO:37 Hu1H7VLv3 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)
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DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:38 Hu1H7VLv4 (sec. nucledtidos)

GACATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCTCCCTGTCCGCCTCCGTGGGCGACCGCG
TGACCATCACCTGCAAGGCCTCCCAGTCCGTGGACTACGACGGCGACTCCTACAT
GAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGTTCCTGATCTaCGCCGCC
TCCAACCTGGAGTCCGGCGTGCCCTCCCGCTTCTCCGGCTCCGGCTCCGGCACCG
ACTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTGCAGCCCGAGGACHCGCCACCTACTACTGCC
AGCAGTCCAACGAGGACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCA
AG

SEQ ID NO:39 Hu1H7VLv4 (sec. aminoacidos) (CDR se muestra en negrita y subrayado)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLIYAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSNEDPFTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:40 sefal peptidica Hu1H7VL (sec. nucledtidos)

ATGGACATGCGCGTGCCCGCCCAGCTGCTGGGCCTGCTGATGCTGTGGGTGTCCG
GCTCCTCCGGC

SEQ ID NO:41 sefal peptidica Hu1H7VL (sec. aminoacidos)
MDMRVPAQLLGLLMLWVSGSSG

SEQ ID NO:42 aceptor humano BAC02037 (GI-21670055) utilizado para la secuencia de
aminoacidos de la region estructural de la cadena pesada

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSFGISWVRQAPGQGLEWMGWISPYNG
DTNYAQNLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDRGSMSDYWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO:43 aceptor humano AAY33358 (GI-63102905) utilizado para la secuencia de
aminoacidos de la region estructural de la cadena ligera

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQDYNYPPTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:44 Hu1H7VH que no tiene retromutacion o mutacion de CDR

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGCYGFAYWGQG
TLVTVSS

SEQ ID NO:45 Hu1H7V que no tiene retromutacion o mutacién de CDR

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:46 alternativas de Hu1H7VH

QVQLVQSGAE-X;-KKPGASVKVSCKASGY-X,-FTSYYIHWV-X3-QAPGQGLEW-X4-
GWIYPGSGNTKYSEKFKGR-X5-T-X6-T-X7;-DTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY-X;-
CARDG-Xyo-YGFAYWGQGTLVTVSS

endonde -X1-esVolL;-X-esSoT;-Xs-esRoK;-Xs-esMol;-Xs-esVOoA;-Xe-esMolL; -
X-esToA;-Xg-esYoF;-Xo-esCoS.

SEQ ID NO:47 alternativas de Hu1H7VL

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPK-Z;-LI-Z,-
AASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPED-Z3-ATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIK

wherein -Z,-esLoF; -Z>-esY o C; -Zz-esF o A.
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SEQ ID NO:48 alternativas de Hu1H7VH CDR3
DG-Xo-YGFAY
en donde -Xg-es CoM o S o T, preferiblemente C

SEQ ID NO:49 region constante de la cadena ligera de 1H7 humanizada (con R) (comun para
v1-v4).

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:50 region constante de la cadena pesada de 1H7 humanizada (IgG1; comun para
v1-v5)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNVKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:51 region constante de la cadena ligera 1H7 humanizada (sin R) (comun para v1-
v4).

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:52 region constante de la cadena pesada de 1H7 humanizada (alotipo G1m3)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:53 cadena ligera 1H7 humanizada version 3 (region variable + regién constante
con arginina)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASN
LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:54 cadena ligera 1TH7 humanizada versién 3 (region variable + region constante sin
arginina)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKFLICAASN

LESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNEDPFTFGQGTKLEIKTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS

TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:55 cadena pesada 1H7 humanizada version 3 (region variable + region constante)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATMTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGCYGFAYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
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HNVKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:56 cadena pesada 1H7 humanizada version 3 (region variable + regiéon constante;
alotipo G1m3)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYPGS
GNTKYSEKFKGRATMTADTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDGCYGFAYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:57 region constante de la cadena pesada de 1H7 humanizada (IgG2).

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:58 region constante de la cadena pesada de 1H7 humanizada (alotipo G1m1)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL

YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada madura que tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N° 23 y una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N° 33 o 37, en donde el anticuerpo se une especificamente a la alfa-sinucleina
humana.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que la region variable de la cadena ligera tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N°: 37.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que la regién variable de la cadena ligera tiene una secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N°: 33.

4, El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la regién variable de la cadena
pesada madura se fusiona a una regidon constante de la cadena pesada y la region constante de la cadena ligera
madura se fusiona a una region constante de la cadena ligera.

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que la region constante de la cadena pesada tiene la secuencia
de aminoacidos designada SEQ ID N°: 52, con tal de que se pueda omitir el residuo de lisina C-terminal.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que la region constante de la cadena ligera tiene la secuencia de
aminoacidos designada SEQ ID N°: 49.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 4 o 6, en donde la region constante de la cadena pesada es del isotipo
IgG1 humano.
8. Un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena pesada madura y una region variable de la

cadena ligera madura como se define segun cualquier reivindicacion precedente.

9. El acido nucleico de la reivindicacion 8 que tiene una secuencia que comprende una cualquiera de las SEQ
ID N°s: 22, 32 0 36.

10. Una célula huésped que comprende un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 8 o 9.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo como se define segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

12. Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para uso en el tratamiento de un paciente que
tiene o corre el riesgo de tener una enfermedad de cuerpos de Lewy.

13. El anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde la enfermedad es la enfermedad de
Parkinson.
14. Un método para producir un anticuerpo, que comprende cultivar células transformadas con acidos nucleicos

que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo, de modo que las células secretan el anticuerpo; y
purificar el anticuerpo de los medios de cultivo celular; en donde el anticuerpo esta definido por cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

15. Un método para producir una linea celular que produce un anticuerpo, que comprende introducir un vector
que codifica las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo y un marcador seleccionable en las células; propagar
las células en condiciones para seleccionar las células que tienen un nimero de copias incrementado del vector;
aislar células individuales de la célula seleccionada; y establecer un banco de células clonadas a partir de una unica
célula seleccionada en funciéon del rendimiento de anticuerpo; en donde el anticuerpo es un anticuerpo como se
define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

16. El método de la reivindicacion 15, que comprende ademas propagar las células en condiciones selectivas y

cribar las lineas celulares que expresan y secretan naturalmente al menos 100 mg/L/108 células/24 h del anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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Alineacion de VH de 1H7
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Anticuerpo 1H7 murino
Curva: Fc=4-3 Ligando: 1H7 de raton Muestra: Sinucleina Temp.: 25 °C
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FIG. 3A

Anticuerpo 1H7 quimérico
Curva: Fc=2-1 Ligando: 1H7 quim. Muestra: Sinucleina Temp.: 25 °C
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Anticuerpo 1H7 humanizado
Curva: Fc=2-1 Ligando: 1H7 h313. Muestra: Sinucleina Temp.: 25 °C

UR
407
301
20+
10
U..
-104
20+
-30+
-40+
-501

350

40's

=100

50 ; 50 100 150
Tiempo

FIG. 3B

36

200s



ES 2749 457 T3

{spp)sepy[7]

¥0-3001

250300}
£0-3007

LIHEE Lo 1

e 10-3007)

00+300'L

- Lo+300
- --zoe300°)

- S0FID0L
T F0300°)

- -50+300°)
o 1-4-904300'L

-D0+300°L

L1G+300°)

BG+A00°L

10230074
{s1)51py

00+300°0
~04-300'

- bHee-a001

60-3056°L

60-300'2
6¢-30%°2

(A

66-200'¢

(g7 juoy

§0+300°1

37



ES 2749 457 T3

° &
ST R A A
0.//# OAMVJ. 0//4 %{0 ).0./0. AMO.!/V
N
SRR R
7 ]
% -g
- " 0L
61
._N T-10¢
ez

03291100 djuelpen)d

Tiempo

ps

§ 'Ol

~N

38



Travesano D - Velocidad
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FIG. 6
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