ES 2661925 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

N2 g N
= ESPANA @NUmero de publicacion: 2 661 925
Eint. a1

CO7K 16/18 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 25.02.2011 PCT/IB2011/050826
Fecha y numero de publicacién internacional: 01.09.2011 WO11104696

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  25.02.2011 E 11713058 (3)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 08.11.2017  EP 2539366

Tl'tulo: Anticuerpos de unién a las protofibrillas y su uso en métodos terapéuticos diagnésticos para
la enfermedad de Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy y otras a-sinucleinopatias

Prioridad: @ Titular/es:

25.10.2010 US 406260 P BIOARCTIC AB (100.0%)
26.02.2010 US 308638 P Warfvinges vag 35
112 51 Stockholm, SE
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: A .
04.04.2018 NORDSTROM, EVA;

KASRAYAN, ALEX;
EKBERG, MONICA;
SCREPANTI SUNDQUIST, VALENTINA;
LANNFELT, LARS y
HOLMQUIST, MATS

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661925713

DESCRIPCION

Anticuerpos de unién a las protofibrillas y su uso en métodos terapéuticos diagndsticos para la enfermedad de
Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy y otras a-sinucleinopatias

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos o a fragmentos de los mismos que tienen una elevada afinidad por las
protofibrillas de la a-sinucleina humana y una baja unién de los mondmeros de a-sinucleina, en la que los
anticuerpos o los fragmentos tienen las secuencias de la region determinante de la complementariedad (CDR)
especificadas. La presente invencién también se refiere a composiciones que comprenden dicho anticuerpo o
fragmento y a métodos para detectar las protofibrillas de a-sinucleina usando dicho anticuerpo o fragmento. En
algunas formas de realizacion adicionales, la invencién se refiere a dicho anticuerpo o fragmento para su uso en el
tratamiento de un trastorno neurodegenerativo con patologia de a-sinucleina o para el uso de dicho anticuerpo o
fragmento en el diagndstico o la monitorizacion del desarrollo de un trastorno neurodegenerativo con patologia de a-
sinucleina.

Antecedentes de la invenciéon

La enfermedad de Parkinson (PD) y la demencia con cuerpos de Lewy (DLB) son dos de los ejemplos méas
prevalentes de trastornos neurodegenerativos con patologia cerebral de a-sinucleina. La PD es el trastorno del
movimiento mas habitual, y esta caracterizado por rigidez, hipocinesia, temblores e inestabilidad postural. Se cree
que la PD afecta aproximadamente a entre cuatro y seis millones de personas en todo el mundo. La DLB representa
un 5-15 % de todas las demencias. Ademas de la pérdida de memoria y de otros sintomas de demencia que a
menudo fluctdan, los pacientes con DLB normalmente padecen caidas recurrentes y alucinaciones visuales.

La acumulacioén intraneuronal de a-sinucleina da como resultado bien la formacion de cuerpos de Lewy, grandes
inclusiones redondas y eosinofilias de hialina de 10-20 um, o bien neuritas de Lewy, axones y dendritas alargados
microfilamentosos distroficos. En el cerebro con PD, la deposicién de los cuerpos de Lewy y de las neuritas de Lewy
se limita en su mayor parte a las neuronas que conectan el estriado con la sustancia nigra. Estas células son
cruciales para la ejecucién del movimiento y las funciones posturales, explicando la naturaleza de los sintomas de la
PD. En el cerebro con DLB, se encuentran deposiciones diseminadas de cuerpos de Lewy y de neuritas de Lewy
tanto en el mesencéfalo como en las areas corticales.

La alfa-sinucleina es una proteina que se encuentra principalmente intraneuronalmente. Dentro de la neurona, la -
sinucleina esté ubicada predominantemente presinapticamente y por lo tanto se ha especulado que juega un papel
en la regulacién de la actividad singptica. Se han identificado tres isoformas principales de la a-sinucleina, de las
cuales la forma mayor y méas habitual comprende 140 aminoéacidos. Se ha usado esta isoforma, y las caracteristicas
relacionadas con la alfa-sinucleina (a-sinucleina) de los anticuerpos segun la invencién se refieren a esta isoforma
de la a-sinucleina.

Ademas de la a-sinucleina, los cuerpos de Lewy consisten en una amplia variedad de moléculas, una de las cuales
es el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), un hidroxialquenal insaturado en a,B (Qin et al., 2007). Se ha demostrado in vitro
que el HNE puede modificar la a-sinucleina, y facilitar por tanto la oligomerizacién a-sinucleina. En particular, se ha
demostrado que el HNE aumenta y estabiliza la formacion de las protofibrillas, es decir, las grandes formas
oligbmeras de la a-sinucleina soluble (Qin et al., 2007; documento WO 2009/133521).

Se ha implicado el estrés oxidativo en varios de los trastornos neurodegenerativos caracterizados por la acumulacion
patolégica de o-sinucleina mal plegada. Varias especies de oxigeno reactivo pueden inducir la peroxidacion de
lipidos, tales como las membranas celulares o las lipoproteinas, y también dar como resultado la generacion de
aldehidos muy reactivos a partir de acidos grasos poliinsaturados (Yoritaka et al., 1996).

La patologia cerebral indicativa de la enfermedad de Alzheimer (AD), es decir, las placas amiloides y los ovillos
neurofibrilares, se observa en aproximadamente el 50 % de los casos con DLB. No esta claro si la existencia de
patologias paralelas implica dos enfermedades diferentes, o simplemente representa una variante de cada uno de
los respectivos trastornos. A veces, los casos con una patologia conjunta se describen como una variante con
cuerpos de Lewy de la AD (Hansen et al., 1990).

Investigaciones recientes han implicado el papel de la a-sinucleina en la AD y el sindrome de Down, ya que se ha
demostrado que la proteina a-sinucleina se acumula en la regién limbica en estos trastornos (Crews et al., 2009).

El HNE reacciona con, y modifica, las cadenas laterales de cisteina, histidina y lisina, alterando sustancialmente la
estructura y las propiedades fisicas de estas cadenas laterales. Por lo tanto, el HNE puede reaccionar bien con el
carbono C-3 o hien con el grupo aldehido, o mediante combinaciones de los mismos. Por lo tanto, el HNE puede
modificar covalentemente proteinas, tanto inter- como intramolecularmente.
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Genética de la enfermedad de Parkinson y de la demencia con cuerpos de Lewy

Las formas heredadas raras dominantes de la PD y de la DLB pueden estar causadas por mutaciones puntuales o
duplicaciones del gen de la a-sinucleina. Se ha descrito que las mutaciones patégenas A30P y A53T (Kruger et al.,
1998) (Polymeropoulos et al., 1998) y la duplicacién del gen (Chartier-Harlin et al. 2004) provocan una PD familiar,
mientras que se ha notificado que otra mutaciéon de la a-sinucleina, la E46K (Zarranz et al., 2004), asi como la
triplicacion del gen de la a-sinucleina (Singleton et al., 2003), provocan bien PD o bien DLB.

Las consecuencias patégenas de las mutaciones en la a-sinucleina sélo se comprenden parcialmente. Sin embargo,
los datos in vitro han demostrado que las mutaciones A30P y A53T aumentan la tasa de agregacion (Conway et al.,
2000). Hay un amplio abanico de diferentes formaciones de especies de a-sinucleina (mondmeros, dimeros,
oligbmeros, incluyendo las protofibrillas) implicadas en el proceso de agregacion, todas las cuales pueden tener
diferentes propiedades toxicas. No esta claro qué especie molecular ejerce los efectos tdxicos en el cerebro. Sin
embargo, investigaciones recientes sugieren que las formas oligémeras de la a-sinucleina son particularmente
neurotédxicas. Una prueba adicional del papel de los oligbmeros es proporcionada por la observacion de que ciertas
mutaciones en la a-sinucleina (A30P y A53T) que causan una enfermedad de Parkinson hereditaria, dan lugar a un
aumento en la tasa de oligomerizacion.

No se conoce completamente como comienza la cascada de agregacion de la a-sinucleina. Posiblemente, una
conformacién alterada de la a-sinucleina monomérica inicia la formacion de los dimeros y de los trimeros, que
continlan para formar mayores oligémeros solubles, incluyendo las protofibrillas, antes de que estas especies de
tamafio intermedio se depositen en forma de fibrillas insolubles en cuerpos de Lewy. También es concebible que los
oligébmeros de a-sinucleina, una vez que se han formado, puedan unirse a huevos mondmeros y/o multimeros mas
pequefios de la a-sinucleina, y acelerar por tanto el proceso de formacion de fibrillas. Dichos efectos de siembra
también pueden ocurrir posiblemente en el espacio extracelular, como sugieren recientes pruebas de que la
patologia de a-sinucleina puede propagarse de una neurona a otra en el cerebro enfermo.

Aparte de los cambios neuropatolégicos en las a-sinucleinopatias, los niveles de la proteina a-sinucleina
generalmente estan aumentados en las regiones cerebrales afectadas (Klucken et al., 2006).

La principal patologia en las a-sinucleinopatias es intracelular, lo que presenta un reto para la metodologia
terapéutica inmunitaria. Sin embargo, es probable que una fraccion de los anticuerpos administrados inducida activa
0 pasivamente pueda unirse a sus antigenos objetivo también intraneuronalmente. Ademas, la identificacion de la o-
sinucleina tanto en el plasma como en el liquido cefalorraquideo (El-Agnaf et al., 2006) ilustra que la proteina no se
encuentra exclusivamente dentro de las neuronas. La reduccion de dicha a-sinucleina extracelular puede cambiar el
equilibrio entre los conjuntos de proteina intracelular y extracelular, y dar como resultado también una disminucién
en la a-sinucleina intracelular. Hay pruebas que sugieren que la a-sinucleina en solucién puede atravesar las
bicapas lipidicas de las membranas celulares, y quedar por lo tanto internalizada o ser exportada fuera de la célula.
Hallazgos recientes demuestran que la a-sinucleina ejerce sus efectos toxicos en el espacio extracelular,
proporcionando asi una explicacion probable de cémo la patologia de la a-sinucleina se extiende por todo el cerebro
segun progresa la enfermedad. Algunos estudios demostraron que la patologia de Lewy se transmitia a neuronas
injertadas en pacientes trasplantados con PD (Li et al. 2008). Adicionalmente, la a-sinucleina es trasmitida a través
de endocitosis a las neuronas vecinas, y se ha relacionado la trasmision de célula a célula de agregados de la o-
sinucleina con la muerte de las células neuronales y la progresion patolégica en la PD y en otras a-sinucleinopatias
(Desplats et al. 2009).

Diagnéstico de la PD y de la DLB

Existe una necesidad de herramientas diagndsticas y métodos mejorados para identificar un riesgo de enfermedad
neurodegenerativa con patologia de a-sinucleina. Hoy en dia, ningdn método bioguimico puede ayudar al
profesional clinico a diagnosticar los sintomas clinicos del paciente en etapas tempranas de la enfermedad, antes de
que ya se haya producido un dafio sustancial al cerebro.

La importancia de unos ensayos diagndsticos precisos se hara incluso mayor segun aparezcan nuevas posibilidades
terapéuticas. A dia de hoy, Unicamente hay un tratamiento sintomatico (mediante la sustitucién de la pérdida de la
dopamina activa en el cerebro) para los pacientes con PD. Para los pacientes con DLB, hay disponibles incluso
menos opciones diagnosticas. No obstante, los profesionales clinicos estan evaluando frecuentemente los posibles
efectos beneficiosos en los pacientes con DLB del tratamiento habitual de la AD, es decir, inhibidores de la
colinesterasa. De cualquier forma, ninguna de las estrategias de tratamiento existentes para las a-sinucleinopatias
estan dirigidas contra los procesos patolégicos subyacentes. Ademas, también hay una necesidad de monitorizar la
progresion de la enfermedad y el efecto del tratamiento. Para una revision de las diferentes metodologias que
aspiran a alterar la progresion de la enfermedad de Parkinson, véase George et al. 2009.

En vista de la anteriormente mencionada implicacidon de la a-sinucleina en diversos trastornos neurodegenerativos,
existe una necesidad de nuevos tratamientos que puedan eliminar o reducir el efecto de las especies toxicas de o-
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sinucleina, asi como una necesidad de buenos biomarcadores para monitorizar nuevas intervenciones y
proporcionar una buena especificidad prondstica.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a anticuerpos y a fragmentos de los mismos mejorados, segin se define en las
reivindicaciones, que tienen una elevada afinidad por las protofibrillas de la a-sinucleina humana y una baja union de
los mondémeros de a-sinucleina. La presente invencion también se refiere a composiciones que comprenden dicho
anticuerpo o fragmento y a métodos para la deteccién de las protofibrillas de a-sinucleina que usan dicho anticuerpo
o fragmento. En algunas formas de realizacion adicionales, la invencion se refiere a dicho anticuerpo o fragmento
para su uso en el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo con patologia de a-sinucleina, y al uso de dicho
anticuerpo o fragmento en el diagnéstico in vitro o la monitorizacion del desarrollo de un trastorno neurodegenerativo
con patologia de a-sinucleina, en el que el trastorno con patologia de a-sinucleina se caracteriza por la deposicién
de cuerpos de Lewy y de neuritas de Lewy.

En estas realizaciones, el anticuerpo o un fragmento del mismo se une a las protofibrillas de la a-sinucleina humana
que tienen un peso molecular en el intervalo de entre 1.000 y 5.000 kDa, en las que la unién del anticuerpo o del
fragmento cada uno de los monémeros de a-sinucleina y de los monémeros de B-sinucleina es al menos 100 veces
menor que la unién del anticuerpo o del fragmento a las protofibrillas de la a-sinucleina humana. y tiene tres
secuencias variables pesadas (VH) de la CDR (VH-CDR-1, VH-CDR-2 y VH-CDR-3) y tres secuencias variables
ligeras (VL) de la CDR (VL-CDR-1, VL-CDR-2 y VL-CDR-3), en las que las seis combinaciones de secuencias de la
CDR del anticuerpo o del fragmento del mismo se seleccionan entre las siguientes combinaciones:

(a) VH CDR-1: SEQ ID NO: 22, VH CDR-2: SEQ ID NO: 28, VH CDR-3: SEQ ID NO: 35, VL CDR-1: SEQ ID NO:
41, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(b) VH CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH CDR-2: SEQ ID NO: 29, VH CDR-3: SEQ ID NO: 36, VL CDR-1: SEQ ID NO:
42, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(c) VH CDR-1: SEQ ID NO: 24, VH CDR-2: SEQ ID NO: 30, VH CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 51,

(d) VH CDR-1: SEQ ID NO: 25, VH CDR-2: SEQ ID NO: 31, VH CDR-3: SEQ ID NO: 38, VL CDR-1: SEQ ID NO:
44, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 52,

(e) VH CDR-1: SEQ ID NO: 26, VH CDR-2: SEQ ID NO: 32, VH CDR-3: SEQ ID NO: 39, VL CDR-1: SEQ ID NO:
45, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 53,

() VH CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH CDR-2: SEQ ID NO: 33, VH CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 54, y

(9) VH CDR-1: SEQ ID NO: 27, VH CDR-2: SEQ ID NO: 34, VH CDR-3: SEQ ID NO: 40, VL CDR-1: SEQ ID NO:
46, VL CDR-2: SEQ ID NO: 49 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 55.

Los anticuerpos, los fragmentos, las composiciones y los métodos segun la invencién proporcionan mejoras en el
diagndstico, la monitorizacion, la prevencion, el retraso en la aparicion y/o el tratamiento de los trastornos
neurodegenerativos con patologia de a-sinucleina en individuos que tienen y/o estan en riesgo de desarrollar dichos
trastornos.

Los aspectos adicionales, las realizaciones y las ventajas de las diversas realizaciones de la presente invencion
seran mas evidentes en vista de la descripcién detallada.

Breve descripcion de los dibujos
La descripcion detallada se comprendera mas completamente en vista de los Dibujos, en los que:

La Fig. 1 muestra el comportamiento de los anticuerpos monoclonales especificos para las protofibrillas
determinado mediante un ELISA de competicion. El ensayo se llevo a cabo con protofibrillas de a-sinucleina
estabilizadas con HNE segun se describe en el Ejemplo 4.

Las Figs. 2A y 2B muestran el comportamiento del anticuerpo especifico para las protofibrilas mAb49/G,
analizado mediante un ELISA de competicion, segun se describe en el Ejemplo 4. La Fig. 2A muestra el
anticuerpo monoclonal especifico para las protofibrilas mAb49/G, que se une con elevada afinidad a las
protofibrillas de la a-sinucleina humana estabilizadas con HNE o con ONE. La Fig. 2B muestra que el anticuerpo
monoclonal también se une con una elevada afinidad a las protofibrillas estabilizadas con HNE de las formas
humanas mutadas de la a-sinucleina, la A30P y la A53T.

Las Figs. 3A-3C muestran el comportamiento de los anticuerpos especificos para las protofibrillas analizado
mediante un ELISA de competicién, segun se describe en el Ejemplo 4. Los anticuerpos monoclonales
especificos para las protofibrillas se unen con una elevada afinidad a las protofibrillas naturales de la a-sinucleina
humana estabilizadas con HNE (PF-HNE) o con ONE (PF-ONE). Los anticuerpos monoclonales también se unen
con alta afinidad a las protofibrillas estabilizadas con HNE de las formas humanas mutadas de la a-sinucleina, la
A30P (A30P-HNE) y la A53T (A30P-HNE).
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Las Figs. 4A y 4B estan dirigidas a la cuantificacion de las protofibrillas de a-sinucleina mediante un ELISA en
sandwich, segun se describe en el Ejemplo 5. La Fig. 4A muestra un esquema del anticuerpo mAb49/G
especifico para las protofibrillas, usado como anticuerpo de captura y como anticuerpo de deteccion. La Fig. 4B
muestra la curva patron generada con protofibrillas de ao-sinucleina estabilizadas con HNE. El rendimiento del
ensayo alcanzé un limite de cuantificacion LOQ = 9 pM.

Las Figs. 5A y 5B muestran los resultados del analisis de extractos cerebrales humanos patoldgicos (DLB) y de
control con un ELISA en sandwich especifico para las protofibrillas de a-sinucleina, segun se describe en el
Ejemplo 6.

La Fig. 6 muestra el andlisis de los extractos cerebrales de los ratones de control (ntg, no transgénicos) y de
ratones de 5 meses de edad del modelo de ratén transgénico Khale (tg) para la PD segun se describe en el
Ejemplo 7. El tejido cerebral se extrajo con una solucién salina tamponada con tris (TBS) y con TBS en presencia
de Triton. El andlisis se llevo a cabo con un ELISA en sandwich especifico para las protofibrillas de a-sinucleina,
segun se describe en el Ejemplo 5. Se usé el anticuerpo mAb49/G especifico para las protofibrillas como
anticuerpo de captura y como anticuerpo de deteccion. En la gréfica, el eje y representa la absorbancia a una
DO450.

Las Figs. 7A-7F muestran los analisis inmunohistoquimicos (IHC) de los tejidos segun se describe en el Ejemplo
8. La Fig. 7A muestra la union del 38E2/7 a los cuerpos de Lewy y las neuritas en la sustancia nigra de la PD y
un control positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7B muestra la unién del 38E2/7 a los cuerpos de Lewy y las neuritas
en la corteza y la sustancia nigra de los DLB y un control positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7C muestra la union
de varios anticuerpos a los cuerpos de Lewy y las neuritas en la corteza y la sustancia nigra de los DLB, y un
control negativo. La Fig. 7D muestra la unién de varios anticuerpos a los cuerpos de Lewy y las neuritas en la
sustancia nigra de la PD y un control negativo. La Fig. 7E muestra la ausencia de unién del 38E2/7 en una
sustancia nigra no relacionada con la enfermedad y un control positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7F muestra una
comparacion de la unién del 38E2/7 y un control positivo de a-AB en la corteza de un paciente con enfermedad
de Alzheimer.

Las Figs. 8A y 8B muestran la inmunoprecipitacion de extractos cerebrales humanos con el anticuerpo
monoclonal selectivo para las protofibrillas 38E2/7 usando un protocolo de extraccion cerebral segun se describe
en el Ejemplo 9.

Las Figs. 9A y 9B muestran los datos de la fluorescencia medidos usando un microscopio Axiovert200 equipado
con un filtro de epifluorescencia FITC segun se describe en el Ejemplo 10. La Fig. 9A muestra las células
tratadas, mientras que la Fig. 9B muestra los datos calculados en forma de una reduccién en el % relativo de la
intensidad de la fluorescencia en comparacion con las células que sobreexpresan la alfa-sinucleina no tratadas
con el anticuerpo, que se establecio en el 100 %.

Las diversas figuras se comprenderan mas completamente en vista de los Ejemplos establecidos a continuacion.
Descripcion detallada

En una primera realizacion, la presente invencion se refiere a anticuerpos y a fragmentos de los mismos mejorados
gue tienen una elevada afinidad por las protofibrillas de la a-sinucleina humana y una baja unién de los monémeros
de o-sinucleina. En una realizacion especifica, los anticuerpos son de la clase 1gG o mutaciones de los mismos. En
la presente divulgacion, la elevada afinidad por las protofibrillas de la a-sinucleina humana significa que los
anticuerpos o los fragmentos muestran una constante de disociacién K4 menor de 10'M para las protofibrillas de la
a-sinucleina humana. Como es conocido en la materia, las protofibrillas son oligémeros solubles de a-sinucleina. Las
protofibrillas tipicas tienen un peso molecular en un intervalo de entre aproximadamente 1.000 y aproximadamente
5.000 kDa, medido adecuadamente usando una cromatografia de exclusiébn por tamafios que usa proteinas
globulares como referencia, pero la invencion no esta limitada a dichas protofibrillas tipicas. Ademas, en la presente
divulgacion, la baja unién de los mondmeros de a-sinucleina significa que la unién de un anticuerpo o de un
fragmento segln la invencion a los mondmeros de a-sinucleina es al menos 100 veces menor que a las protofibrillas
de o-sinucleina. En una realizaciéon especifica, estas afinidades de union se miden mediante un ELISA de
competicién, por ejemplo, seguin se describe en el Ejemplo 4.

La invencion también se refiere a dichos anticuerpos y fragmentos para su uso en la prevencion, el retraso en la
aparicion , el tratamiento, la monitorizacién y/o el diagnéstico de trastornos neurodegenerativos con patologia de a-
sinucleina, que incluyen, pero no se limitan a, la enfermedad de Parkinson (PD), la demencia con cuerpos de Lewy
(DLB), la variante con cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer, la atrofia sistémica multiple, la psicosis, la
esquizofrenia y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob. En las a-sinucleinopatias, la a-sinucleina agregada en forma de
cuerpos de Lewy y de neuritas de Lewy se acumula en el cerebro, y en algunas indicaciones, también en otros
organos.

Algunos ejemplos de los anticuerpos segun la invencién se han desarrollado mediante técnicas clasicas de
hibridoma. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. En una realizacion especifica, los anticuerpos
son monoclonales. Aunque la presente divulgacion se refiere en muchos casos a los anticuerpos y a los fragmentos
de los mismos, por conveniencia, el término "anticuerpo” en la presente divulgacion incluye fragmentos del mismo, lo
gue significa fragmentos activos del mismo, es decir, fragmentos que tienen las mismas caracteristicas que se usan
para la definicién de un anticuerpo segun la invencién, a saber, una elevada afinidad por los oligémeros/protofibrillas
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de a-sinucleina y una baja uniéon de los monémeros de a-sinucleina. Los anticuerpos y los fragmentos de los mismos
muestran una elevada eficacia en la eliminacion de las formas patdégenas de la a-sinucleina.

Los anticuerpos inventados se unen a las formas agregadas, en particular a las protofibrillas, que comprenden a-
sinucleina, que esta sin modificar o conjugada, por ejemplo, conjugada con 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) o con 4-oxo-
2-nonenal (ONE), o con otros hidroxialquenales insaturados en a,8, o con acidos grasos poliinsaturados, que
estabilizan un epitopo patégeno de la protofibrilla/a-sinucleina oligémera. Dicho epitopo o epitopos estan presentes
en la a-sinucleina conformacionalmente alterada o modificada, es decir, protofibrillas de a-sinucleina y oligdmeros
que estan presentes en el cerebro humano de los pacientes con a-sinucleinopatias, tales como, pero no se limitan a,
la enfermedad de Parkinson, la DLB, etc. Los anticuerpos inventados también se unen a las estructuras patégenas
de protofibrillas/oligdmeros formadas por mutantes de la a-sinucleina, por ejemplo, la A30P y la A53T (Kruger et al.,
1998) (Polymeropoulos et al., 1997) que se han descrito como las causantes de la PD familiar. Otro ejemplo de
dichos objetivos para los anticuerpos de la invencion son las protofibrillas formadas por la a-sinucleina mutante
E46K, que causa la PD o la DLB.

En una realizacion especifica de la invenciéon se proporcionan anticuerpos monoclonales para la diferenciacion, el
diagndstico, la identificacion del riesgo de desarrollo y/o el tratamiento de los trastornos relacionados con una o-
sinucleinopatologia, que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, la enfermedad de Parkinson, la demencia con
cuerpos de Lewy, la variante con cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Alzheimer, el
sindrome de Down, la atrofia sistémica mdltiple, la psicosis, la esquizofrenia, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y
otros trastornos neurodegenerativos.

Los anticuerpos y los fragmentos de la invencidn comprenden secuencias definidas de aminoacidos de las regiones
CDR1-3 de las cadenas variable ligera (VL) y variable pesada (VH) de los anticuerpos que tienen una elevada
afinidad por las protofibrillas solubles de a-sinucleina que contienen el "epitopo de la enfermedad de PD y o de
DLB". En algunas realizaciones especificas, las regiones CDR se combinan con modificaciones de la region Fc para
modular las funciones efectoras tales como, pero no se limitan a, la union al receptor de la Fc, la unién al factor del
complemento Clq, la semivida eficaz, la activacion del complemento y los procesos de inflamacién. La region
constante de un anticuerpo tiene muchas funciones importantes, especialmente la unién a los receptores de la Fc y
al factor del complemento C1q. La ultima funcién puede ser inactivada para evitar reacciones inflamatorias.

Los anticuerpos y los fragmentos inventivos que tienen una elevada afinidad por las protofibrillas de a-sinucleina y
una baja unién a los monémeros de a-sinucleina, tienen las siguientes ventajas perceptibles en comparacion con
otras modalidades conocidas de tratamiento inmunoterapéutico:

1) Los anticuerpos y los fragmentos inventivos se dirigen e inactivan, o al menos reducen, las protofibrillas de
a-sinucleina causantes de la enfermedad, por ejemplo, mediante una inhibicidon de la oligomerizacién (véase el
Ejemplo 10) o mediante otros mecanismos.

2) La elevada afinidad por las protofibrillas de a-sinucleina mostrada por los anticuerpos y los fragmentos
inventivos reduce la dosis clinica necesaria para un tratamiento eficaz.

3) Los anticuerpos y los fragmentos inventivos proporcionan una modalidad para la dosificacion adecuada en
pacientes ancianos en comparacion con una estrategia de inmunizacion activa, tal como una vacuna.

4) La baja union a los mondémeros de a-sinucleina en la periferia/sistémicamente permite por lo tanto que haya
mas anticuerpos/fragmentos disponibles para la unién y la eliminacién de las formas oligébmeras de a-sinucleina
en el cerebro.

5) Los anticuerpos y los fragmentos reducen el riesgo de efectos secundarios inflamatorios, por ejemplo,
meningoencefalitis, por una baja unién, o ninguna, al factor del complemento C1g.

Un aspecto de la invencion es el descubrimiento de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo de las regiones
CDR, que juegan un importante papel para la union a las protofibrillas de a-sinucleina humanas naturales y
mutantes. Los anticuerpos que tienen unos sitios de union (regiones CDR) segun la invencién se caracterizan por
una elevada afinidad por los oligdmeros/protofibrillas de a-sinucleina humanos naturales, para su uso como
productos terapéuticos o diagnosticos.

La estructura basica de una molécula de inmunoglobulina (IgG) comprende dos cadenas ligeras idénticas y dos
cadenas pesadas idénticas unidas entre si por puentes de disulfuro. La cadena ligera, que es lambda o kappa, tiene
una region variable (VL) y una region constante (CL) de aproximadamente 110 residuos de aminoacidos cada una.
La cadena pesada tiene una region variable (VH) de aproximadamente 110 residuos de aminoacidos, pero una
region constante mucho mayor (CH) de 300-400 residuos de aminoacidos, que comprende regiones o dominios
CHy1, CHy2 y CHy3.

La region constante (Fc) activa el sistema del complemento y se une a los receptores de la Fc en los macréfagos, la
microglia y los neutréfilos, que ingieren y destruyen los microorganismos infecciosos o los antigenos foraneos/no
propios. Esta funcién es importante dado que es parte del principio terapéutico del anticuerpo, es decir, la fagocitosis
microglial mediada por el receptor de la Fc y la eliminacién de las protofibrillas de a-sinucleina. Se ha demostrado la
eliminacion de los intermedios oligdbmeros de a-sinucleina a través de la ruta de degradacion lisosémica (Lee et al.,
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2004). Este proceso implica una endocitosis dependiente del receptor o independiente del receptor de los complejos
de anticuerpo/protofibrilla, seguido de una fusién con los lisosomas, en los que las protofibrillas de a-sinucleina son
degradadas (Masliah et al., 2005). Se ha sugerido que los receptores que controlan este proceso incluyen el receptor
Thy 1.1y la proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas (LPR).

Asimismo, es probable que operen otros mecanismos de eliminacién anti-a-sinucleina. La eliminacion de las
protofibrillas solubles de a-sinucleina es un mecanismo central del tratamiento segun la invencién. Se considera que
las protofibrillas de a-sinucleina son muy neurotéxicas, iniciando y guiando el proceso de la enfermedad. La
eliminacion de las protofibrillas de a-sinucleina del cerebro es de un valor clinico significativo. Ademas de la
eliminacion de las protofibrillas de a-sinucleina, indirectamente se reduciran otras formas agregadas de a-sinucleina,
incluyendo las fibrillas de a-sinucleina, a través de la eliminacion de las formas precursoras de las fibrillas de a-
sinucleina, tales como las protofibrillas, los dimeros, los trimeros, los tetrdmeros y otras formas oligémeras mayores
de la a-sinucleina. Las diferentes formas de la a-sinucleina que incluyen las protofibrillas y las fibrillas, estan en
equilibrio. El tratamiento con un anticuerpo de alta afinidad de unién por la protofibrilla y la eliminacion de las
protofibrillas de a-sinucleina por parte de dicho anticuerpo también tendr& la ventaja de reducir indirectamente otros
agregados o formas oligdmeras de la a-sinucleina. Otro mecanismo de accion méas de los anticuerpos seria bloquear
o inhibir la toxicidad de la a-sinucleina mediante la unién a las especies téxicas de a-sinucleina, impidiendo sus
interacciones con las neuronas.

Las respectivas regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen tres regiones hipervariables
denominadas regiones determinantes de la complementariedad o CDR. Las regiones CDR son unos tramos cortos
de aproximadamente 7-23, por ejemplo, de 13-23 aminoécidos, ubicados en las regiones VL y VH. Las seis regiones
CDR de un "brazo" del anticuerpo forman el "bolsillo" que se une al antigeno. En la bibliografia se usan numerosas
definiciones de las secuencias de CDR. Las SEQ ID NOS: 1-21 definen las secuencias CDR inventivas usando un
primer sistema de identificacion, y las secuencias de CDR asi identificadas se muestran en la VL y en la VH en
anticuerpos monoclonales especificos para las protofibrillas de a-sinucleina humanas naturales y mutantes en la
Tabla 1 (véase el Ejemplo 2) mediante las regiones subrayadas. Las SEQ ID NOS: 22-55 identifican las secuencias
de CDR inventivas usando el conocido sistema de Kabat, y las secuencias de CDR de Kabat asi identificadas se
muestran en la VL y en la VH en anticuerpos especificos para las protofibrillas de a-sinucleina humanas naturales y
mutantes en la Tabla 2 (véase el Ejemplo 2) mediante las regiones subrayadas. En la presente divulgacion se usa la
identificacion de las secuencias de CDR inventivas segun Kabat (SEQ ID NOS: 22-55).

Por lo tanto, un anticuerpo segun la invencion se caracteriza por tener las seis secuencias de CDR (VH-CDR-1, VH-
CDR-2, VH-CDR-3, VL-CDR-1, VL-CDR-2 y VL-CDR-3) seleccionadas entre cada uno de los siguientes grupos
respectivos de secuencias de CDR en las combinaciones como se ha especificado anteriormente.

VH CDR-1
GFTFNTYAM SEQIDNO:1 GFTFNTYAMN SEQ ID NO: 22

GFTFSNYAM SEQIDNO:2 GFTFSNYAMS SEQ ID NO: 23
GFTFSSYAM SEQIDNO:3 GFTFSSYAMS SEQ ID NO: 24
GDSFTSGYW SEQIDNO:4 GDSFTSGYWN  SEQ ID NO: 25
GFSLTSYGVH SEQ ID NO: 26
GFTFTDYYMS SEQ ID NO: 27

VH CDR-2
RIRTKSNDYATYYADSVKG ~ SEQ ID NO: 5
TKSNDYATYYADSV SEQ ID NO: 28
SGGSYTYYPDSVRG SEQ ID NO: 6
SGGSYTYYPDSV SEQ ID NO: 29
NGGSYTYYPDSVKG SEQ ID NO: 7
NGGSYTYYPDSV SEQ ID NO: 30
YSGNTYYNPSLKS SEQ ID NO: 8
YSGNTYYNPSL SEQ ID NO: 31
RGGSTDYSAAF SEQ ID NO: 32
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rGGSYTYYPDSV SEQ ID NO: 33
\ KANGYTTEYSASV SEQ ID NO: 34
VH CDR-3
VGYRPYAMDY SEQ ID NO: 9 (SEQ ID NO: 35)
QNFGSRGWYFDV  SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO: 36)
HSDYSGAWFAY SEQ ID NO: 11 (SEQ ID NO: 37)
SYYDYDRAWFAY  SEQ ID NO: 12 (SEQ ID NO: 38)
LLRSVGGFAD SEQ ID NO: 39
DYGNYAMDY SEQ ID NO: 40
VL CDR-1
RSSQNIVHSNGNTYLE SEQ ID NO: 13 (SEQ ID NO: 41)
RSSQSIVNSNGNTYLE SEQ ID NO: 14 (SEQ ID NO: 42)
SASSSVSYMY SEQ ID NO: 15 (SEQ ID NO: 43)
RSSQSLVHSNGNTYLH SEQ ID NO: 16 (SEQ ID NO: 44)
RSSQTIVHNNGNTYLE SEQ ID NO: 45
KSSQSLLYSSNQKNYLA SEQ ID NO: 46
VL CDR-2
KVSNRFS SEQ ID NO: 17 (SEQ ID NO: 47)
RTSNLAS SEQ ID NO: 18 (SEQ ID NO: 48)
WASTRES SEQ ID NO: 49
VL CDR-3
FQGSHVPLT SEQ ID NO: 19 (SEQ ID NO: 50)
QQYHSYPYT SEQ ID NO: 20 (SEQ ID NO: 51)
SQSTHVPWT SEQ ID NO: 21 (SEQ ID NO: 52)
FQGSHVPFT SEQ ID NO: 53
QQFHSYPYT SEQ ID NO: 54
QQYYSYPYT SEQ ID NO: 55

Uno de los anticuerpos que fue inicialmente seleccionado por ciertas caracteristicas interesantes fue rechazado
porque no cumplia los criterios que definen un anticuerpo segun la presente invencion. Un parametro importante de
rechazo fue la comparativamente corta secuencia VH CDR-3, con cinco aminoacidos expuestos por este anticuerpo.
Por lo tanto, se concluye que la secuencia VH CDR-3 necesita tener mas de 5 aminoacidos. En algunas
realizaciones especificas, la secuencia VH CDR-3 tiene 9, 10, 11 o 12 aminoacidos.

Como se ha indicado anteriormente, los anticuerpos y los fragmentos de unidn a las protofibrillas de a-sinucleina
segun la invencion se caracterizan por una elevada afinidad por el objetivo. La elevada afinidad, expresada como la
constante de disociacién Kq, es menor de 107 M. En realizaciones adicionales, la constante de disociacion Ky para
las protofibrillas de la a-sinucleina humana es menor de 108 M, menor de 10° M, menor de 10™° M o incluso menor
de 10" M. Estos anticuerpos y fragmentos tienen la ventaja de que pueden ser administrados a bajas dosis en
comparacién con los anticuerpos con unas afinidades de alrededor de 10°M o mayores. Esto tiene una ventaja
clinica significativa, ya que estos anticuerpos de alta afinidad, que pueden ser administrados mediante inyeccién,
pueden ser administrados por via subcutanea dado que sélo es necesaria una pequefa cantidad del anticuerpo para
conseguir eficacia. Las modalidades de administracion no estadn limitadas a las inyecciones subcutaneas o
intravenosas. Adicionalmente, las menores dosis necesarias para la eficacia reduciran el coste de los materiales
para la produccién del anticuerpo.

Ademas de los anticuerpos de alta afinidad por las protofibrillas de a-sinucleina, los anticuerpos y los fragmentos
muestran una baja unién a los mondémeros de a-sinucleina y opcionalmente una baja union a las fibrillas de a-
sinucleina. Como se ha mencionado anteriormente, la baja uniéon a los monémeros de a-sinucleina significa que la
unién de un anticuerpo o de un fragmento segun la invencién a los mondmeros de a-sinucleina es al menos 100
veces menor que a las protofibrillas de a-sinucleina. En realizaciones mas especificas, la unién de un anticuerpo o
de un fragmento segln la invencion a las protofibrillas de a-sinucleina es mayor de 500 veces, o incluso mas de
1.000 veces mayor que a los monémeros de a-sinucleina.
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En otra realizacién, los anticuerpos y los fragmentos muestran una baja unién a las fibrillas de a-sinucleina. En
realizaciones mas especificas, la uniéon de un anticuerpo o de un fragmento segun la invencién a las protofibrillas de
a-sinucleina es mayor de 100 veces, mas de 500 veces, o incluso méas de 1.000 veces mayor que a las fibrillas de a-
sinucleina.

En otra realizacion mas de la invencion, los anticuerpos y los fragmentos muestran una baja union a las protofibrillas
de beta amiloide (AB) (por ejemplo, una Kq> 10° M) y a los monémeros de beta amiloide (por ejemplo, una Kq > 10°
M).

En otra realizacion mas de la invencion, los anticuerpos y los fragmentos muestran una baja unién al monémero de
B-sinucleina, al monémero de y-sinucleina, IAPP (polipéptido de amiloide en islote) y/o al polipéptido Medin, por
ejemplo, la unién de los anticuerpos y de los fragmentos es al menos 100 veces menor a uno o mas de estos
péptidos/proteinas que a las protofibrillas de la a-sinucleina humana.

Segun otra realizacion de la invencién, el anticuerpo o el fragmento segun la presente invencion puede estar definido
por la unién en un sistema modelo a un epitopo lineal de la a-sinucleina en la regién de los aminoacidos (aa) 113-
140, por ejemplo, la regién de los aa 113-131, con los aa 125-131, 121-124, 121-127, 121-131, 113-123 y 136-140
como ejemplos de epitopos especificos. En este sistema modelo se usan los péptidos de a-sinucleina de 15-mer con
un solapamiento de secuencia de 11 aminoacidos (véase el siguiente Ejemplo 3).

Segun una realizacién adicional de la invencion, se proporciona un anticuerpo o un fragmento que tiene una elevada
afinidad por las protofibrillas de la a-sinucleina humana y una baja unién de los monémeros de a-sinucleina y que
comprende una combinacion de secuencias de CDR seleccionada entre las siguientes combinaciones:

(a) VH CDR-1: SEQ ID NO: 22, VH CDR-2: SEQ ID NO: 28, VH CDR-3: SEQ ID NO: 35, VL CDR-1: SEQ ID NO:
41, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(b) VH CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH CDR-2: SEQ ID NO: 29, VH CDR-3: SEQ ID NO: 36, VL CDR-1: SEQ ID NO:
42, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(c) VH CDR-1: SEQ ID NO: 24, VH CDR-2: SEQ ID NO: 30, VH CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 51,

(d) VH CDR-1: SEQ ID NO: 25, VH CDR-2: SEQ ID NO: 31, VH CDR-3: SEQ ID NO: 38, VL CDR-1: SEQ ID NO:
44, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 52,

(e) VH CDR-1: SEQ ID NO: 26, VH CDR-2: SEQ ID NO: 32, VH CDR-3: SEQ ID NO: 39, VL CDR-1: SEQ ID NO:
45, VL CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 53,

() VH CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH CDR-2: SEQ ID NO: 33, VH CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 54, y

(9) VH CDR-1: SEQ ID NO: 27, VH CDR-2: SEQ ID NO: 34, VH CDR-3: SEQ ID NO: 40, VL CDR-1: SEQ ID NO:
46, VL CDR-2: SEQ ID NO: 49 y VL CDR-3: SEQ ID NO: 55.

El anticuerpo o el fragmento se une a un epitopo en la regidon de los aminoacidos (aa) 113-140, por ejemplo, la
region de los aa 113-131 y en particular los aa de los epitopos 125-131, 121-124, 121-127, 121-131, 113-123 o0 136-
140, de la a-sinucleina lineal inmovilizada en un sistema modelo que comprende péptidos de a-sinucleina de 15-mer
con un solapamiento de 11 aminoéacidos.

Segun otra realizacion especifica de la invencion, los anticuerpos de union de alta afinidad a las protofibrillas de la a-
sinucleina pueden reducir o inhibir la agregaciéon de la a-sinucleina, reduciendo asi los niveles de las formas
oligbmeras solubles de la a-sinucleina en el cerebro.

Segun otra realizacion especifica de la invencion, los anticuerpos de union de alta afinidad a las protofibrillas de la a-
sinucleina pueden unirse a los oligbmeros/protofibrillas de a-sinucleina también fuera del SNC, cambiando asi el
equilibrio de dichas formas de a-sinucleina a través de la barrera hematoencefalica de tal forma que se reduzcan los
niveles de dichas formas de a-sinucleina en el SNC (drenaje).

Segun otra realizacion especifica de la invencion, los anticuerpos son de la clase de la IgG, adecuados para su uso
terapéutico, que pueden atravesar la barrera hematoencefalica. Los anticuerpos de IgG de union de alta afinidad a
las protofibrillas de la a-sinucleina pueden estar disefiados para reducir la unién del factor del complemento C1q al
dominio CH2 de la IgG 1 y reducir la activacion del complemento y el riesgo de inflamacion. Esta modificacion puede
llevarse a cabo de diferentes formas. Una forma es crear un anticuerpo quimérico en el que el CHy2 de la regién
constante de la IgG1 ha sido delecionado y cambiado por el correspondiente dominio de la IgG4 o parte del dominio
gue confiere unién al C1q. Esta bien establecido que la IgG4 no se une al C1q y por lo tanto, no activa la cascada
del complemento. Para conseguir esto, la region constante de la cadena pesada (CH) es disefiada de tal forma que
se combine el dominio del receptor de la Fc de alta afinidad (CHy3) de la IgG1 con el dominio de la IgG4 (CHy2), que
no tiene ninguna unién por el factor del complemento C1q. Este nuevo anticuerpo que contiene la cadena pesada
constante quimérica (IgG1:CHyl, CHy2:1lgG4, CHy3:IgG1) tiene las importantes propiedades tanto de una eficaz
eliminacion de las protofibrillas de a-sinucleina a través de una fagocitosis mediada por el receptor de la Fc, como de
un riesgo reducido de efectos secundarios, es decir, de una inflamacién tal como una meningoencefalitis.
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Otra forma mas de reducir el riesgo de inflamacién es alterar la estructura de oligosacarido del anticuerpo, que
reducira la unién al factor del complemento C1q y la activacién del complemento. Se han descrito treinta estructuras
diferentes de los oligosacaridos biantenarios en complejo en la Asn-297 de la IgG1 humana. Se cree que la ausencia
de los carbohidratos asociados al CH2 causa un cambio conformacional en la regién de "bisagra" del anticuerpo,
reduciendo las eficacias de interaccion con las moléculas efectoras y perdiendo la funcién de activacion y la union al
complemento y al C1q.

La modificacion de un anticuerpo de unién de alta afinidad a las protofibrillas de la a-sinucleina humana mediante
una mutagénesis dirigida de la Asn-297 por cualquier otro aminoacido generara un anticuerpo con la unién al
receptor de la Fc conservada con menos union al Clq, y por lo tanto un riesgo reducido de inflamacioén, en particular
en la barrera hematoencefalica. Una alternativa para la modificacién de la glicosilacion del anticuerpo es expresar el
anticuerpo en un tipo de célula en el que se ha inactivado la enzima N-acteilglucosaminil-transferasa I. Esto
producird un anticuerpo con la estructura de carbohidrato alterada en la Asn-297. Se forma una estructura de
MansGIcNAcz, pero no se limita a esta estructura. Esta modificacion del carbohidrato reducira la union al factor del
complemento C1q e inhibira la inflamacion (Wright et al. 1998). Alternativamente, pueden conseguirse anticuerpos
de unién a la protofibrilla aglicosilada cultivando células que expresen los anticuerpos en presencia de tunicamicina,
que inhibe la glicosilacion. Estos anticuerpos tendran una actividad activadora del complemento alterada, asi como
una funcion del receptor de la Fc alterada (Leatherbarrowet al. 1985). El cribado de los clones que expresan los
anticuerpos con una baja activacion del complemento y una elevada union al receptor de la Fc generara anticuerpos
de unién a las protofibrillas que muestran una elevada eliminacion mediada por la Fc de las protofibrillas de a-
sinucleina y una baja union al C1q.

En otra realizacién, el anticuerpo de union de alta afinidad a las protofibrillas de la a-sinucleina humana es de la
subclase de la 1gG, por ejemplo, la IgG1 o la IgG4, donde el sitio de union al factor del complemento C1q ha sido
modificado, es decir, Pro331 > Ser331 (Xu et al. 1994), de tal forma que se reduce o se inhibe la unién del factor del
complemento Cl1q. Dichos anticuerpos son particularmente adecuados para su administracion, es decir, para el
tratamiento, la prevencion o el retraso en la aparicion de un trastorno neurodegenerativo con patologia de o-
sinucleina, en un individuo con dicho trastorno o que esta en riesgo de desarrollar dicho trastorno, por ejemplo, pero
no se limita a, un individuo que tiene, o que esta en riesgo de desarrollar, la PD. El residuo de prolina en la posicion
331 de la IgG1 humana también puede ser cambiado por una treonina o una glicina o por cualquier otro aminoacido
polar. Esta modificacion puede llevarse a cabo mediante las técnicas de biologia molecular habituales, tales como
una mutagénesis dirigida o deleciones en el ADN.

Otro aspecto mas de la invencion es el uso de un anticuerpo de unién de alta afinidad a las protofibrillas de la a-
sinucleina humanas para determinar especificamente los niveles de protofibrillas en tejidos humanos o animales, por
ejemplo, en liquido cefalorraquideo (LCR), sangre, orina, saliva o tejido cerebral, como una herramienta diagnostica
0 como un biomarcador de, o para monitorizar un trastorno neurodegenerativo con patologia de a-sinucleina. La
enfermedad de Parkinson (PD), la demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la variante con cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer, la atrofia sistémica multiple, la psicosis, la esquizofrenia y la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob son Gnicamente algunos ejemplos de dichos trastornos neurodegenerativos con patologia de a-sinucleina. Por
ejemplo, es probable que los niveles de las protofibrillas de la a-sinucleina humana en el LCR o en la sangre de un
paciente con PD sean diferentes en comparacion con un grupo de ancianos de control emparejados que no tienen la
enfermedad de Parkinson o cualquier otra a-sinucleinopatia. Es probable que una persona que esta desarrollando la
enfermedad de Parkinson o cualquier otra a-sinucleinopatia tenga unos niveles alterados de los niveles de las
protofibrillas de a-sinucleina en el LCR o la sangre en comparacion con los sujetos de control. Por lo tanto, la
determinacion de los niveles de las protofibrillas de a-sinucleina en el LCR o en la sangre puede proporcionar un
diagnostico temprano de la enfermedad. Esto es posible conseguirlo con los nuevos anticuerpos de unién de alta
afinidad a las protofibrillas de la a-sinucleina segun la invencioén y, en una realizacién especifica, puede conseguirse
junto con un método de ELISA en sandwich (véase el Ejemplo 5), donde las protofibrillas de a-sinucleina se han
determinado por debajo de un nivel de 9 pM. La interferencia de otras formas de la a-sinucleina, particularmente de
los monémeros de a-sinucleina y opcionalmente de las fibrillas de a-sinucleina y de los fragmentos de a-sinucleina
fragmentos en el ensayo, es despreciable.

Algunos ejemplos de métodos adecuados para el ensayo de las protofibrillas de a-sinucleina en estos tejidos, asi
como en cultivos celulares usando un anticuerpo anti-protofibrillas de la a-sinucleina comprenden inmunoensayos
tales como un ELISA, un RIA, una inmunotransferencia Western o una transferencia de manchas. Estos métodos
son adecuados para hacer un seguimiento de la eficacia del tratamiento medido por la reduccién en las protofibrillas
en ensayos clinicos y/o como una prueba diagnoéstica. Dado que los niveles de las protofibrillas de a-sinucleina son
muy bajos en el LCR y en la sangre, el anticuerpo de unién de alta afinidad a las protofibrillas de la a-sinucleina de la
invencion es ventajoso para una prueba diagndstica, por ejemplo, basada en un método de ELISA, para permitir la
medicion de bajos niveles de las protofibrillas de a-sinucleina.

Segun dichos métodos, se afiade el anticuerpo o el fragmento segln la invencién a una muestra biolégica que

comprende o se sospecha que comprende protofibrillas de a-sinucleina, y se detecta la presencia de un complejo
formado entre las protofibrillas de a-sinucleina y el anticuerpo o el fragmento. EI complejo puede ser detectado
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cualitativamente, es decir, se detecta la presencia del complejo, o cuantitativamente, es decir, puede detectarse la
concentracion del complejo o una concentracién umbral del complejo, segin se desee.

En algunas realizaciones adicionales, la invencion incluye el uso de los anticuerpos y de los fragmentos especificos
de alta afinidad para las protofibrilas en la obtencién de imagenes para la deteccion, la localizacion y la
cuantificacion de las protofibrillas de a-sinucleina en tejidos humanos y animales. El anticuerPo oel fragmentogauede
estar marcado con un marcador detectable, por ejemplo, un ligando radioactivo tal como 1™**, c**, H® 0 Galio®, pero

no se limita a estos radioisétopos, y ponerse en contacto con una muestra o ser administrado con fines de deteccion.

Dichos métodos son adecuados como una herramienta diagnéstica de los trastornos neurodegenerativos con
patologia de a-sinucleina, que incluyen, pero no se limitan a, la enfermedad de Parkinson, la demencia con cuerpos
de Lewy y otros trastornos neurodegenerativos relacionados con la a-sinucleina. Dichos métodos pueden llevarse a
cabo para realizar un seguimiento del desarrollo de una enfermedad relacionada con una a-sinucleina en un sujeto
sin 0 con medicacién, u otro posible tratamiento.

Por lo tanto, en un aspecto de la invencion, se afiaden los anticuerpos a una muestra bioldgica que comprende o
gue se sospecha que comprende las protofibrillas de a-sinucleina, se mide la concentracion del complejo formado
entre dichas protofibrillas y dicho anticuerpo para la deteccion y/o la cuantificacién de las protofibrillas en la muestra.
En algunas realizaciones especificas, los métodos de deteccion incluyen un inmunoensayo y un ensayo de unién por
proximidad. La muestra bioldgica puede ser una muestra in vitro tomada a partir de un sujeto. Alternativamente,
puede llevarse a cabo un método deteccion usando un volumen de liquido in vivo.

Otro aspecto mas de la invencidon es la creacion de especies de anticuerpos especificas para su uso en medicina
veterinaria. Los métodos diagndsticos descritos también son adecuados para su uso veterinario.

Otro aspecto de la invencién es la humanizacion de dichos anticuerpos para evitar efectos secundarios, es decir,
para evitar una respuesta inmunitaria contra los anticuerpos en los seres humanos cuando se usa como un agente
terapéutico o diagnéstico. Dichas técnicas de humanizacidn estan en la capacidad del experto habitual en la materia.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion comprenden un anticuerpo o un fragmento segun se describe
en el presente documento, y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacion especifica para uso
terapéutico, las composiciones son formulaciones fisiolégicamente aceptables que comprenden una cantidad
terapéuticamente activa de un anticuerpo o de un fragmento segin la invencién en un tampon fisiologico, por
ejemplo, pero no se limita a, PBS, adecuado para su administracion a seres humanos y/o animales. El anticuerpo o
el fragmento puede ser liofilizado para una mejor estabilidad. La formulacion liofilizada puede contener cualquier
excipiente adecuado convencional, incluyendo estabilizantes, lioprotectores, tampones, y similares, tales como, pero
no se limitan a, manitol, para proteger y/o estabilizar el producto durante y/o después de la liofilizaciéon y/o en su
posterior conservacion.

Opcionalmente, la formulacion del anticuerpo puede contener un agente antibacteriano u otro conservante o aditivo
gue no interfiera con la funcion o la eficacia del anticuerpo o el fragmento de union a las protofibrillas.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar, y no pretenden limitar la invencion a estos ejemplos
especificos.

Ejemplo 1
Anticuerpos contras las protofibrillas de a-sinucleina
Anticuerpos de inmunizacion/policlonales

En el esquema de inmunizacién se utilizan ratones Balb/C. Como antigeno se usan protofibrillas de a-sinucleina
estabilizadas con HNE. Estas se han producido como se describié previamente (documento WO 2009/133521), con
la siguiente excepcion: se usa una proporcion de 60:1 entre el HNE y la a-sinucleina. Para la inmunizacion, se les
inyectan a los ratones las protofibrillas de a-sinucleina estabilizadas con HNE y adyuvante (por ejemplo, 3-6 veces).
Se realiz6 una inyeccion de refuerzo que contiene protofibrillas de a-sinucleina modificadas con HNE antes de
sacrificar a los ratones. La sangre de los ratones inmunizados se analizé para evaluar la reactividad frente a las
protofibrillas de a-sinucleina y a los monémeros de a-sinucleina. La especificidad de la respuesta frente al anticuerpo
policlonal se analizé mediante un ELISA directo. En un experimento tipico, se recubre una placa de microtitulacion
de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano de elevada unién con a-sinucleina monomérica (sin modificar o
modificada con HNE o con otros aldehidos), protofibrillas/oligémeros de a-sinucleina (sin modificar o modificada con
HNE o con otros aldehidos) o a-sinucleina fibrilar, a una concentracion final de 400 ng/pocillo. Los pocillos se
bloquean con BSA al 2 %, se lavan con Tween-20 al 0,05 %/ PBS y se afiaden los sobrenadantes del medio celular
(sin diluir o diluidos a 1:1 con solucién salina tamponada con fosfato) de los anticuerpos policlonales investigados a
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los pocillos como anticuerpos primarios. Se usa un anticuerpo de IgG/IgM de ratén anti-ratén de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE.UU.) como el anticuerpo secundario a una dilucion de
1/1.000. La inmunorreactividad se visualiza usando p-nitrofenil-fosfato (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.).

En el suero se detectan los anticuerpos que reconocen especificamente las protofibrillas/oligémeros de a-sinucleina.
Ademés, pueden encontrarse anticuerpos que reconocen los mondémeros de a-sinucleina. El control negativo
representa un ratén no inmunizado.

Hibridoma/anticuerpos monoclonales

Se usaron hibridomas de linfocitos B de raton para producir los anticuerpos monoclonales de union a las protofibrillas
de a-sinucleina. Se aislan células de bazo y se muelen en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), y se
centrifugan a 1200 x g durante 10 min para recoger un sedimento rico en células. Las células se lavan
adicionalmente con PBS y se centrifugan a 1200 x g durante 10 min. El sedimento celular se resuspende en medio
esencial minimo de Dulbecco (DMEM, Invitrogen La Jolla, CA, EE.UU.) complementado con un 1 % de antibiéticos.
Las células de bazo se mezclan en una proporcion de 1:1 con células Sp2/0 (linea celular de mieloma de raton) en
DMEM. Para facilitar la fusion celular se afiade 1 ml de polietilenglicol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) a la
mezcla de células, y la reaccion se detiene mediante la adicion de DMEM. Las células se recogen y el sedimento se
resuspende en DMEM complementado con un 10 % (v/v) de suero bovino fetal (Cambrex, Charles City, IA, EE.UU.)
y que también contiene un 1 % (v/v) de piruvato de sodio (Cambrex, Charles City, 1A, EE.UU.), un 1% (v/v) de
antibidticos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y un 1% (v/v) de L-glutamina (Cambrex, Charles City, IA,
EE.UU.), un 5 % (v/v) de medio BM condicionado (Roche Diagnostics Scandinavia, Bromma, Suecia) y un 2 % (v/v)
de complemento de medio HAT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Las células se ponen en placas de cultivo
celular de 96 pocillos y se dejan reposar y crecer durante 2 semanas.

Los sobrenadantes de las células de hibridoma se analizan en un ELISA directo. En un experimento tipico se
recubre una placa de microtitulacién de poliestireno de 96 pocillos de elevada unién con fondo redondo con a-
sinucleina monomérica (sin modificar o modificada con HNE o con otros aldehidos), con a-sinucleina
oligébmera/protofibrilar (sin modificar o modificada con HNE o con otros aldehidos) o con a-sinucleina fibrilar. Los
pocillos se bloquean con BSA al 1 %, se lavan con PBS-Tween 20 (al 0,05 %) y se afiaden los sobrenadantes del
medio celular (sin diluir o diluidos a 1:2 o0 a 1:5 con PBS-Tween 20 (al 0,05 %)) del hibridoma investigado a los
pocillos como anticuerpos primarios. Se usa Ig anti-raton de cabra acoplada a HRP conjugada con peroxidasa de
rabano picante (Southern Biotechnology, prod. n°® 1010-05) como el anticuerpo secundario a una dilucion de 1/5.000.
La inmunorreactividad se visualiza usando sustrato de TMB K-Blue Aqueous (Neogen Corp. prod. n°® 331177).

Ejemplo 2

Secuencia de aminoacidos de los anticuerpos monoclonales de las regiones variables de la cadena pesada (VH) y
de la cadena ligera (VL/Vkappa) especificos para las protofibrillas de a-sinucleina

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada (VH) y de la cadena ligera (VL), que
incluyen las regiones CDR de los anticuerpos, se determinaron mediante una RT PCR del molde de ARNm, seguido
de la secuenciacion del ADN. Las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (VH) y de la
cadena ligera de la region variable (VL) de los anticuerpos seleccionados se muestran en la Tabla 1. Las posiciones
de las regiones CDR 1-3 se muestran subrayadas. Las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR forman la
base estructural para la unién de las protofibrillas de a-sinucleina humanas naturales y mutantes que constituyen el
"epitopo patégeno” de las protofibrillas de a-sinucleina.

Las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR 1-3 de las respectivas cadenas VL y VH para los anticuerpos
especificos para las protofibrillas segun la invencién se muestran en la Tabla 1. En la Tabla 2 estan incluidas las
secuencias de CDR de una serie de anticuerpos adicionales segun la invencion.

Las secuencias de aminoacidos combinadas de las regiones CDR1-3 de las cadenas VH y VL crean el "bolsillo"
molecular que se une a las protofibrillas de a-sinucleina humanas naturales con una elevada afinidad y
especificidad. Este "bolsillo" forma la base estructural del "epitopo de PD/DLB". Se usaron variaciones en la longitud
de la secuencia de aminoacidos de la CDR tanto en la cadena VH como en la cadena VL, y son compatibles con la
unién a las protofibrillas de la a-sinucleina humana. Una region CDR mas corta proporciona una estructura
tridimensional mas restringida en el bolsillo de unién del anticuerpo, mientras que una region CDR mas larga es mas
flexible.

Las secuencias de CDR segln se muestran en las Tablas 1 y 2 son realizaciones de la presente invencioén, ya que
son las secuencias de aminoacidos de las "en marco de ratén" de las cadenas VH y VL, es decir, fuera de las
regiones CDR, asi como las regiones en marco de las VL y VH humanas para los anticuerpos especificos para las
protofibrillas como, pero no se limita a, esas.
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Otras sustituciones de aminoacidos en las regiones CDR distintas a las que se muestran en las Tablas 1 y 2 son
compatibles con una unién de alta afinidad y de alta especificidad a las protofibrillas de la a-sinucleina humana.

Cuando hay presente un aminoacido polar en una posicién en particular de una region CDR, ese aminoacido en
particular puede ser sustituido por otro aminoacido polar, con una elevada afinidad y especificidad de unién por las
protofibrillas de a-sinucleina conservada o mejorada. Asimismo, si hay presente un aminoacido no polar o con carga
negativa o positiva en una cierta posicion, ese aminoacido puede ser sustituido por un aminoacido similar con el
mismo grupo de polaridad.

Con respecto al aminoéacido o los aminoacidos en particular que pueden ser intercambiados en cualquier posiciéon de
las regiones CDR por equivalentes funcionales que confieren sustancialmente la misma funcién y estructura al
anticuerpo con respecto a la afinidad por las protofibrilas de a-sinucleina, dichas construcciones estéan, por
supuesto, en el &mbito de la presente invencidn. A este respecto, los anticuerpos y los fragmentos que tienen una
similitud mayor del 70, del 80, del 90, del 95 o del 98 % con una de las previamente indicadas secuencias de VH
CDR y VL CDR de los respectivos grupos, con el epitopo de uniébn mantenido segun se describe en el presente
documento, estan en el &mbito de la presente invencién.

Tabla 1. Secuencia de aminoéacidos de las regiones variables de la cadena pesada (VH) y de la cadena ligera
(VL/Vkappa) de cuatro anticuerpos monoclonales diferentes especificos para las protofibrillas de a-sinucleina
humanas naturales y mutantes. Las posiciones de las diversas regiones CDR (1-3) estan subrayadas en la VL y en
la VH. Los anticuerpos BA1-BA4 son ejemplos de los anticuerpos especificos de alta afinidad para las protofibrillas
segun la invencién.

VH-BA1: 49/G (SEQ ID NO: 56)
EVQLVETGGGLVQPKGSLKLSCATSGFTENTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRTKSNDYATYYADSVKGRITIS
RDDSQSMLYLQMNNLKTEDTAMYYCVRVGYRPYAMDYWGQGTSVTVSS

VH-BA2: 38E2/7 (SEQ ID NO: 57)

EVQLVESGGDLVKPGGSLKFSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPDKRLEWVATVTSGGSYTYYPDSVRGRFTISR
DNAKNTLYLQLSSLKSEDTAMYFCARQNFGSRGWYFDVWGAGTTVTVSS

VH-BA3: 38F11/2_8 (SEQ ID NO: 58)
EVMLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTPEKRLEWVATISNGGSYTYYPDSVKGRFTISR
DNAKNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCARHSDYSGAWFAYWGQGTLVTVSA

VH-BA4: 48B11/8 (SEQ ID NO: 59)

EVQLQESGPSLVKPSQTLSLTCSYVTGDSFTSGYWNWIRKFPGNKLEYMGYIRYSGNTYYNPSLKSRISITRDTS
KNQYYLQLISVTTEDTATFYCARSYYDYDRAWFAYWGQGALVTVSA

Vkappa-BA1: 49/G (SEQ ID NO: 60)
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQNIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPTLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTKLELK

Vkappa-BA2: 38E2/7 (SEQ ID NO: 61)

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVNSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTTLELK

Vkappa-BA3: 38F11/2_8 (SEQ ID NO: 62)

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTISCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPKPWIYRTSNLASGVYPARFSGSGSGTSYSLTI
SSMEAEDAATYYCQQYHSYPYTFGGGTKLEIK

Vkappa-BA4: 48B11/8 (SEQ ID NO: 63)
DWMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPWTFGGGTKLEIK
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Ejemplo 3

Cartografiado de los epitopos de los anticuerpos monoclonales especificos para las protofibrillas de a-sinucleina

Los cartografiados de los epitopos de los anticuerpos se llevaron a cabo mediante una inmunotransferencia en una
membrana PepSpots. Los péptidos sintéticos que abarcan la totalidad de la secuencia (los aminoacidos 1-140) de la
a-sinucleina humana fueron sintetizados a medida por JPT Peptide Technologies (una subsidiaria de Sigma Aldrich,
Reino Unido) y se inmovilizaron en la membrana PepSpots. Los 33 péptidos de 15-mer sintetizados estaban
disefiados con una secuencia de solapamiento de 11 aminoacidos. Los péptidos se unieron covalentemente a una
membrana de celulosa Whatman 50 (Whatman, Inglaterra) a través del C terminal, y habitualmente tienen un N
acetilado debido a una mayor estabilidad frente a la degradacién. El N-ac sin carga representa mejor la region en el
antigeno nativo, después un grupo NH3+ cargado. Los resultados se establecen en la Tabla 3.

Tabla 3:
Anticuerpo Epitopo [\IUmgros de los residuos dg
aminoacidos de la SEQ ID NO: 80

49/G YEMPSEE 125-131
38E2/7 DNEAYEM 121-127
38F11/2_8 LEDMPVDPDNE 113-123
48B11/8 DNEA 121-124
47E7/3_47 DNEAYEM 121-127
37D2/14 LEDMPVDPDNE 113-123
43B9/1_4 YEPEA 136-140
38E10/13_6_4 DNEAYEMPSEE 121-131

a-sinucleina humana (SEQ ID NO: 80)

1 10 20 30 40 &0
I 1 H i 1 1
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVH

51 60 70 80 a0 140
j i H 1 i 1
GVATVAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGS IAAATGFVKKDQL
101 110 120 130 140
i i I 1 I

GENEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

Alternativamente, el cartografiado de los epitopos de los anticuerpos se llevd a cabo mediante una
inmunotransferencia en una membrana PepSpots (Sigma Aldrich) como sigue: los péptidos sintéticos que abarcan la
secuencia C-terminal de la a-sinucleina humana del aminoacido 100 al 140 fueron sintetizados a medida e
inmovilizados en la membrana PepSpots (Sigma Aldrich). Los 30 péptidos de 10-mer sintetizados estaban disefiados
con un solapamiento de 9 aminoacidos. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4:
Anticuerpo Epitopo  NUmeros de los residuos de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 80
38E2/7 EAYEMP 123-128
A47E7/3_47 NEAY 122-125

Consecuentemente, la longitud y la posicién precisa del epitopo depende del método usado para la determinacion.

Ejemplo 4

Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales de alta afinidad de unién a las protofibrillas de la a-sinucleina
humanas mediante un ELISA de competicion

Este ejemplo muestra cuatro anticuerpos (mAb49/G, mAb38E2/7, mAb38F11/2_8 y mAb48B11/8). Estos anticuerpos
muestran una elevada afinidad por las protofibrillas de a-sinucleina y una baja reactividad cruzada (unién) a los
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mondémeros de a-sinucleina, medidos por medio del ensayo ELISA de competicidon descrito a continuacion. En
resumen, el anticuerpo anti-a-sinucleina que se va a ensayar se deja interactuar en solucién con mondémeros o
protofibrillas de a-sinucleina, y a continuacion se afiade la mezcla a una placa de microtitulacion prerrecubierta con
protofibrillas de a-sinucleina. Si el anticuerpo se une al antigeno en la etapa de incubacion previa, menos
anticuerpos se uniran al antigeno inmovilizado en la placa de microtitulacion. El anticuerpo unido al antigeno
inmovilizado es detectado por un anticuerpo secundario conjugado con una enzima fosfatasa alcalina (ALP). El
conjugado es incubado con el sustrato de la ALP (pNPP) generando un color amarillo que puede ser detectado con
un lector de placas de microtitulacién a 405 nm. Consecuente, un bajo valor de la DO refleja una elevada afinidad del
anticuerpo por el antigeno en solucion.

Especificamente, se recubrié una placa de microtitulacion de ELISA de alta unién con 100 pl/pocillo de 1 pg/ml de
protofibrillas de a-sinucleina, diluida en 1x de PBS, se precinté con un precinto adhesivo y se incub6 durante una
noche a +4 °C. Después, la solucion de recubrimiento se deseché y la capacidad de unién residual de la placa se
bloqueé mediante la adicién de 200 pl/pocillo de PBS-Tween 20 (al 0,05 %). La placa precintada se incub6 durante
60 min a la temperatura ambiente (T.A.) con agitacion a 900 rpm.

Mientras tanto se prepar6 la solucion de péptido en 1x de PBS-Tween 20 (al 0,05 %) mediante la dilucién de los
monomeros o de las protofibrillas de a-sinucleina hasta una concentracion de 140 nM. Se llevaron a cabo series de
diluciones a 3x en 10 etapas de los monodmeros y de las protofibrillas de a-sinucleina en un volumen de 50 ul en una
placa de microtitulacion de baja unién de proteinas de fondo redondo. A esta soluciéon se afiadieron 50 pl del
anticuerpo ensayado diluido en PBS-Tween 20 (al 0,05 %) hasta una concentracion de 100 ng/ml y se dejé
interactuar durante 60 min a la T.A. con agitacion a 900 rpm. Posteriormente, estas muestras preincubadas se
afiadieron a la placa de alta unidn cubierta lavada (3x lavados) y se dej6 incubar durante 15 min a la T.A. sin
agitacion. Después, la placa de ELISA se lavd para retirar los anticuerpos no unidos. Los anticuerpos unidos se
detectaron con 100 pl de IgG anti-raton acoplada a ALP (Mabtech, Suecia 3310-4) en PBS-Tween 20 (al 0,05 %)
diluido a 1/1.000 incubado durante 60 min a la T.A. con agitacién a 900 rpm.

Finalmente, la placa de ELISA se lavo para retirar los anticuerpos no unidos, y a cada pocillo se afiadieron 100 pl del
sustrato de la ALP. La placa se mantuvo en la oscuridad durante una incubacion a la T.A. hasta que se desarroll6 un
color amarillo. Los valores de la absorbancia se midieron de forma continua a una longitud de onda de 405 nm cada
15 minutos hasta los 120 minutos. Las mediciones se usaron para las determinaciones de las CI50 Unicamente si
habia linealidad entre el tiempo y la absorbancia.

Los valores de la CI50 se calcularon como la concentracion de los monoémeros o de las protofibrillas necesaria para
inactivar la mitad de la sefal en el ELISA. La concentracion de los monémeros o de las protofibrillas de a-sinucleina
usados en este método se determiné por medio de una UV-SEC, usando un patrén comercial de a-sinucleina como
referencia (cat. S-1001-1, rPeptide, EE.UU., 0,5 mg determinado con BCA). La Fig. 1 muestra la absorbancia a 450
nm para los cuatro anticuerpos especificos para las protofibrillas monoclonales, determinada mediante el ELISA de
competicién descrito. El ensayo se llevo a cabo con protofibrillas de a-sinucleina estabilizadas con HNE.

Experimentos de ELISA adicionales demostraron que los anticuerpos candidatos muestran la misma afinidad por las
protofibrillas de la a-sinucleina humana estabilizadas con HNE o con ONE. Los anticuerpos también se unen a las
protofibrillas/agregados de a-sinucleina formados por los mutantes de la a-sinucleina A30P o A53T estabilizados con
HNE, segun se demostrd por medio de un ELISA de competicion.

Especificamente, las Figs. 2A y 2B muestran los resultados del anticuerpo mAb49/G especifico para las protofibrillas
analizado mediante un ELISA de competicion. El anticuerpo monoclonal mAb49/G especifico para las protofibrillas
se une con una elevada afinidad a las protofibrillas de la a-sinucleina humana estabilizadas con HNE o con ONE
(Fig. 2A). El anticuerpo monoclonal también se une con una elevada afinidad a las protofibrillas estabilizadas con
HNE de las formas humanas mutadas de la a-sinucleina, la A30P y la A53T (Fig. 2B). La agregacion de los
monomeros de a-sinucleina con ONE genera dos poblaciones distintas de complejos, definidas mediante una
cromatografia de exclusion por tamafios. Estos dos picos distintos se eluyeron por separado y se marcaron como
FP-ONE_large y FP-ONE_small.

Adicionalmente, las Figs. 3A-3C muestran los resultados de los anticuerpos especificos para las protofibrillas
38E2/7, 38F11/2_8 y 48B11/8 adicionales, analizados mediante un ELISA de competicion. Los anticuerpos
monoclonales especificos para las protofibrillas se unen con una elevada afinidad a las protofibrillas naturales de la
a-sinucleina humana estabilizadas con HNE (PF-HNE) o con ONE (PF-ONE). Los anticuerpos monoclonales
también se unen con una elevada afinidad a las protofibrillas estabilizadas con HNE de las formas humanas mutadas
de la alfa sinucleina, la A30P (A30P-HNE) y la A53T (A30P-HNE).
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Ejemplo 5

Establecimiento de un ELISA en sandwich especifico para las protofibrillas de a-sinucleina

Para permitir las mediciones de las protofibrillas de a-sinucleina en muestras bioldgicas, se establecié un ELISA en
sandwich con el mAb49/G como anticuerpo de captura y como anticuerpo de deteccion. Este ensayo mide las
protofibrillas de a-sinucleina con un limite de cuantificacion LOQ = 9 pM (véase la Fig. 4B). Debido a las
incertidumbres relativas al tamafio de las protofibrillas de a-sinucleina usadas en la curva patrén, la concentracion en
pM se basa en el peso molecular de un monémero de a-sinucleina (14.000 g/mol). Como el peso molecular de una
protofibrilla se ha estimado, mediante una cromatografia de exclusién por tamafios, en al menos 1.000.000 g/mol, el
limite de deteccion calculado en molar para las protofibrillas de a-sinucleina podria ser tan bajo como de 0,13 pM.

Se usaron las protofibrillas de a-sinucleina estabilizadas con HNE y la a-sinucleina monomérica para validar la
especificidad de conformacién del ELISA.

Un ELISA formado por dos anticuerpos idénticos requiere al menos un dimero de una proteina para producir una
sefial. Sin embargo, un gran exceso de la a-sinucleina monomérica, que puede producirse de forma natural en las
muestras biolégicas, podria interferir en el andlisis de las protofibrillas de a-sinucleina al ocupar los sitios de union
del recubrimiento del anticuerpo de captura, inhibiendo asi la unién de las protofibrillas. Este problema fue
investigado mediante la adicién de un exceso creciente de monémero de a-sinucleina a una concentracion fija de las
protofibrillas de a-sinucleina (500 pM, expresada en forma de unidades monomeéricas) y se analiz6 con el ELISA del
mAb49/G. Un exceso molar de 30.000 veces del monémero de a-sinucleina (15 uM), en comparacién con las
protofibrillas de a-sinucleina (500 pM), no alter6 las mediciones con el ELISA en sandwich del mAb49/G, como se
esperaba, dado que el monémero de la a-sinucleina se une poco al anticuerpo de captura.

La Fig. 4A muestra una ilustracion esquematica de la union del ELISA para la cuantificacion de las protofibrillas de a-
sinucleina mediante un ELISA en sandwich. La Fig. 4B muestra la curva patrén generada con las protofibrillas de a-
sinucleina estabilizadas con HNE. El rendimiento del ensayo alcanz6 un limite de cuantificacién LOQ = 9 pM.

Ejemplo 6

Analisis de extractos cerebrales humanos patolégicos y de control con un ELISA en sandwich especifico para las
protofibrillas de a-sinucleina

Se llevé a cabo un protocolo de extraccion cerebral usando diferentes detergentes, generando tres extractos
diferentes: un extracto de TBS (Frig. 5A, barra clara) que comprende especies extracelulares y citosélicas de a-
sinucleina; un extracto de Triton (Fig. 5A, barra rayada) que comprende especies de a-sinucleina asociadas a la
membrana; y un extracto de SDS (Fig. 5B, barra oscura), que comprende especies de a-sinucleina solubles en SDS.
Los extractos cerebrales fueron analizados a partir de un paciente al que se le habia diagnosticado una demencia
por una a-sinucleinopatia con cuerpos de Lewy (DLB). Se analiz6 el tejido cerebral de la corteza y de la sustancia
nigra. Como control, también se analizé tejido cerebral de la corteza de un sujeto sin ninguna patologia por cuerpos
de Lewy detectable inmunohistoquimicamente. El ELISA en sandwich se basé en el mAb49/G especifico para las
protofibrillas de a-sinucleina, como anticuerpo de captura y como anticuerpo de deteccién. Las Figs. 5A y 5B
muestran los resultados del andlisis de los extractos cerebrales humanos patolégicos y de control con un ELISA en
sandwich especifico para las protofibrillas de a-sinucleina. Este ensayo permite la cuantificacion de las protofibrillas
a unos niveles > 9 pM (limite de cuantificacién; LOQ = 9 pM).

Ejemplo 7

Medicion de las protofibrillas de a-sinucleina en un extracto cerebral de un modelo de ratén transgénico para la PD

Se ha sugerido la presencia de protofibrillas de a-sinucleina en modelos celulares y de raton, aunque hasta ahora no
ha habido ningin método para el ensayo directo de las protofibrillas de a-sinucleina en muestras bioldgicas. El
ELISA en sandwich con el mAb49/G proporciona por lo tanto la primera oportunidad para medir los niveles de las
protofibrillas de a-sinucleina en muestras biolégicas y en modelos de raton de las a-sinucleinopatias, caracterizadas
por la acumulacién de a-sinucleina agregada.

Se compararon muestras de extractos cerebrales de ratones transgénicos que sobreexpresan el mutante de la o-
sinucleina humana A53T con muestras de ratones naturales. Los cerebros se homogenizaron en TBS o en TBS +
tween y se centrifugaron antes del analisis, con objeto de recuperar la fraccion soluble de la a-sinucleina. Se
compararon las mediciones de los niveles de las protofibrillas de a-sinucleina en las fracciones solubles en TBS de
los homogenizados de cerebro de ratones no transgénicos con los de ratones transgénicos (modelo Kahle) (Fig. 6).

Para asegurar que toda la a-sinucleina medida en este ensayo estaba en un estado soluble, todas las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 16.000 x g antes del andlisis. Los niveles de las protofibrillas de a-sinucleina se
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midieron en los cerebros procedentes de ratones transgénicos de 5 meses de edad con una patologia de a-
sinucleina.

La Fig. 6 muestra los resultados del andlisis de los extractos cerebrales de los ratones de control (ntg, no
transgénico) y del modelo de ratén Khale transgénico con PD (tg) de 5 meses de edad, en la que el eje y representa
la absorbancia a una DO450.

Ejemplo 8
Andlisis inmunohistoquimico (IHC) de tejido cerebral humano

Se uso la corteza y la sustancia nigra de pacientes con PD y con DLB para realizar un andlisis inmunohistoquimico
(IHC) segun se describe (Oinas et al. 2010). Como control se usé la corteza y la sustancia nigra de pacientes no
enfermos emparejados por edades. El anticuerpo de control positivo para la a-sinucleina era un mAb anti-o-
sinucleina de raton (BD 610787).

La union a las placas de AP fue evaluada como sigue: se trataron dos cortes consecutivos de la corteza de un
paciente con AD para mostrar los antigenos, y se incubaron bien con un [ImAb anti-AB positivo (mAb158, BioArctic)
o bien con cada uno de los anticuerpos candidatos. El anticuerpo unido se detectd mediante un anticuerpo
especifico anti-especie secundario acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP). Después, el conjugado se
incub6 con el sustrato de la HRP, DAB, generando un precipitado coloreado que fue detectado mediante
microscopia éptica. La region en la que se detectaron las placas de AB por medio de una precipitacion coloreada en
el control positivo fue analizada en el area correspondiente de los cortes tratados con el anticuerpo candidato. La
ausencia de una precipitacion coloreada fue evaluada visualmente e interpretada como la ausencia de union a las
placas de A por parte de los anticuerpos candidatos.

La Fig. 7A muestra la unién del 38E2/7 a los cuerpos de Lewy y las neuritas en la sustancia nigra de PD y un control
positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7B muestra la union del 38E2/7 a los cuerpos de Lewy y las neuritas en la corteza
y la sustancia nigra de DLB y un control positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7C muestra la unién de varios anticuerpos
a los cuerpos de Lewy y a las neuritas en la corteza y la sustancia nigra de DLB y un control negativo. La Fig. 7D
muestra la unién de varios anticuerpos a los cuerpos de Lewy y a las neuritas en la sustancia nigra de PD y un
control negativo. La Fig. 7E no muestra ninguna union del 38E2/7 en la sustancia nigra no relacionada con la
patologia, y un control positivo de a-a-sinucleina. La Fig. 7F muestra una comparacion de la union del 38E2/7 y un
control positivo de a-AB en la corteza de un paciente con enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 9

Andlisis de extractos cerebrales humanos mediante una inmunoprecipitacion (IP) y una inmunotransferencia western

Se llev6 a cabo la inmunoprecipitacion de extractos cerebrales humanos con el anticuerpo monoclonal de unién a las
protofibrillas 38E2/7 usando una inmunotransferencia western. Se llevé a cabo un protocolo de extraccién cerebral
usando diferentes detergentes, generando cuatro extractos diferentes: un extracto de TBS, que comprende especies
extracelulares y citosoélicas de a-sinucleina; un extracto de Triton, que comprende especies de a-sinucleina
asociadas a la membrana, un extracto de SDS, que comprende especies de a-sinucleina solubles en SDS, y un
extracto de FA, que comprende a-sinucleina insoluble. Estos extractos se inmunoprecipitaron con microesferas
magnéticas, a las que se acopld el anticuerpo 38E2/7 o el anticuerpo de control 15P. El anticuerpo 15P puede unirse
a las protofibrillas y a los monémeros de a-sinucleina igualmente bien, y se espera que abata todas las especies
presentes. La Fig. 8A muestra el extracto de SDS de la sustancia nigra del paciente con DLB, mientras que la Fig.
8B muestra el extracto de Triton de la sustancia nigra del paciente con DLB. Como se observa en las Figs. 8A y 8B,
el mAb 38E2/7 Unicamente captura las protofibrillas de a-sinucleina de la sustancia nigra del DLB, tanto en el
extracto con Triton como con SDS, mientras que el mAb15 captura los mondmeros de a-sinucleina en todos los
extractos.

Ejemplo 10

Anadlisis de la inhibicion de la oligomerizacién de la a-sinucleina

Este ejemplo demuestra que el anticuerpo mAb49/G inhibe la oligomerizacién de los monémeros de a-sinucleina
usando un método in vitro en el que se transfectan células neuronales con 2 vectores, que contienen ambos una
copia de la a-sinucleina (aa 1-140) fusionada con el fragmento condensado N-terminal o C-terminal de la GFP.
Unicamente aquellas células en las que la a-sinucleina ha oligomerizado, uniendo ambos fragmentos de la GFP
entre si, generara un color fluorescente verde que podra ser detectado con un microscopio fluorescente. La
presencia de un anticuerpo que pueda inhibir y/o desestabilizar la oligomerizacién puede ser evaluada mediante la
comparacion de la fluorescencia en estos cultivos, en comparacion con un control al que no se le ha afadido
anticuerpo.
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Especificamente, se transfectaron células de neuroglioma H4 con unas proporciones equimolares de construcciones
de ADN que contienen a-sinucleina (aa 1-140) fusionada con un fragmento N-terminal de la proteina fluorescente
verde (GFP) (aa 1-155) o o-sinucleina (aa 1-140) fusionada con un fragmento C-terminal de la GFP (aa 156-238)
usando el reactivo de transfeccion FUGENE 6 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). SimultAneamente se afiadieron
un anticuerpo monoclonal de control anti-a-sinucleina (mAb5C2, Santa Cruz Bio) y el mAb49/G extracelularmente a
las células, con una concentracion final de 1 pg/ml. Las células se incubaron durante 24 horas a 37 °C con un 5%
de CO,. Después de 24 horas, las células se trasladaron a 30 °C durante la reconstitucién completa del fluoréforo de
la GFP y se incubaron durante un tiempo adicional de 24 horas. La fluorescencia se midié usando un microscopio
Axiovert200 equipado con un filtro de epifluorescencia FITC. Todos los datos se calcularon como el % de intensidad
de fluorescencia relativa en comparacion con las células que sobreexpresan la a-sinucleina no tratadas con el
anticuerpo, que se establecié en el 100 %.

Como se observa en la Fig. 9A, el tratamiento con el mAb49/G mostré una reduccién significativa (*p < 0,05)
(reduccion del 42 % en la intensidad de la fluorescencia en comparacion con las células sin tratar) en la
oligomerizacion de la a-sinucleina. La Fig. 9B muestra los resultados graficamente en forma del porcentaje de la
intensidad de la fluorescencia en comparacion con las células que sobreexpresan la a-sinucleina sin tratar, que se
establecio en el 100 %.

Los ejemplos y las realizaciones especificas descritos en el presente documento son Unicamente de naturaleza
ejemplar y no pretenden ser limitantes de la invencion, definida por las reivindicaciones. Las realizaciones y los
ejemplos adicionales, y las ventajas de los mismos, seran evidentes para el experto habitual en la materia en vista
de esta memoria descriptiva, y estan en el ambito de la invencion reivindicada.
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<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met
1 5

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
1 5

<210>4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly Tyr Trp
1 5

<210>5

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Arg lle Arg Thr Lys Ser Asn Asp Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210>6

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Arg
1 5 10 15

Gly
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<210>7

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1

Gly

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

<210> 10

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

<210>11

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val

1
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Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr

1

5

5

10

10

His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr

1

5
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<400> 12

Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5
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<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

<210>21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2661925713

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr
1 5

Gln Gln Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Ser GIn Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn
1 5 10
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<400> 23

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

<210> 27

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

ES 2661925713

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met Ser
1 5 10

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser
1 5 10

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

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Val His

1 5 10

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2661925713

Arg lle Arg Thr Lys Ser Asn Asp Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val

<210> 29

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
1 5 10

<210> 32

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ser Ala Ala Phe
1 5 10

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Thr Ile Ser Thr Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15
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<210> 34

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala Ser

1

Val

<210> 35

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

<210> 36

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

<210> 37

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

<210> 38

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val

1

Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr

1

ES 2661925713

Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr

1

5

5

10

10

His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr

1

5

5

27
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ES 2661925713

<400> 39

Leu Leu Arg Ser Val Gly Gly Phe Ala Asp
1 5 10

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Asp Tyr Gly Asn Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 41

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 42

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 44

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
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<210> 45

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Arg Ser Ser Gln Thr Ile Val His Asn Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1

<210> 46

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu

1

Ala

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2661925713

10

10

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5
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<400> 50

<210>51

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

<210> 52

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

ES 2661925713

Phe GIn Gly Ser His Val Pro Leu Thr
1 5

GIn GlIn Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

Phe GIn Gly Ser His Val Pro Phe Thr
1 5

Gln Gln Phe His Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Gln GIn Tyr Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

30
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<210> 56

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Glu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Lys Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Ser Val Lys Gly Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Met
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 57

<211>121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

31



<210> 58
<211>120
<212> PRT

ES 2661925713

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys

&5 90 95

Ala Arg Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 58

32



<210> 59
<211> 120
<212> PRT

ES 2661925713

Glu Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 59
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ES 2661925713

Gl Val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp lle Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg lle Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu
63 70 75 80

Gln Leu Ile Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Phe Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 60
<211>112
5 <212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60

Asp Val Leu Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Thr Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
10

34
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ES 2661925713

&5 90 95

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 61

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Asp Val Leu Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Thr Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 62

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

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

Glu Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
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<210> 63
<211> 112
<212> PRT

ES 2661925713

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp lle Tyr
35 40 45

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Ghu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<213> Homo sapiens

<400> 63

<210> 64
<211> 121
<212> PRT

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

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 64
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ES 2661925713

Glu Val GIn Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Lys Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Ser Val Lys Gly Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser GIn Ser Met
65 70 75 80

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 65
<211>121
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 65

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly
| 5 10 15

Ser Leu Lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
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<210> 66
<211> 120
<212> PRT

ES 2661925713

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 66

<210> 67
<211>120

<212> PRT

Glu Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 67

38
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<210> 68

<211>118
<212> PRT

ES 2661925713

Glu Val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp lle Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Tyr Tyr Leu
65 70 75 80

Gin Leu Ile Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Phe Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Ser Leu Val Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Ser Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Leu Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ser Ala Ala Phe Met
50 55 60
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<210> 69

<211> 120
<212> PRT

ES 2661925713

Ser Arg Leu Ser lle Thr Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Phe
65 70 75 80

Lys Met Ser Ser Leu Gln Ala Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Lys Leu Leu Arg Ser Val Gly Gly Phe Ala Asp Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala
115

<213> Homo sapiens

<400> 69

<210> 70

<211>120
<212> PRT

Glu Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr lle Ser Thr Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Asn Asn Ala Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Arg
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 70

40



ES 2661925713

Glu Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp lle Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu
65 70 75 80

GlIn Leu Ile Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Phe Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 71
<211>120
5 <212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 71

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala

50 55 60
10
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<210> 72

<211> 112
<212> PRT

ES 2661925713

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Tyr Gly Asn Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<213> Homo sapiens

<400> 72

<210> 73

<211> 112
<212> PRT

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

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Thr Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 73
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<210> 74

<211> 106
<212> PRT

ES 2661925713

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Thr Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 74

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

Glu Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Tyr Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
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<210>75
<211>112
<212> PRT

ES 2661925713

<213> Homo sapiens

<400> 75

<210> 76
<211> 112
<212> PRT

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

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly GlIn Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gin Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 76

44
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<210> 77

<211> 106
<212> PRT

ES 2661925713

Asp Val Leu Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp GIn Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Thr Ile Val His Asn
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 77

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

Glu Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe His Ser Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
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<210>78
<211>112
<212> PRT

ES 2661925713

<213> Homo sapiens

<400> 78

<210> 79
<211> 113
<212> PRT

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

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GiIn Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser GIn Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<213> Homo sapiens

<400> 79

46



<210> 80
<211> 140
<212> PRT

ES 2661925713

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Tyr Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 80

a7
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Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu Ser Lys Ala Lys Glu Gly Val Val
1 5 10 15

Ala Ala Ala Glu Lys Thr Lys Gln Gly Val Ala Glu Ala Ala Gly Lys
20 25 30

Thr Lys Glu Gly Val Leu Tyr Val Gly Ser Lys Thr Lys Glu Gly Val
35 40 45

Val His Gly Val Ala Thr Val Ala Glu Lys Thr Lys Glu Gln Val Thr
50 55 60

Asn Val Gly Gly Ala Val Val Thr Gly Val Thr Ala Val Ala Gln Lys
65 70 75 80

Thr Val Glu Gly Ala Gly Ser Ile Ala Ala Ala Thr Gly Phe Val Lys
85 90 95

Lys Asp Gln Leu Gly Lys Asn Glu Glu Gly Ala Pro Gln Glu Gly Ile
100 105 110

Leu Glu Asp Met Pro Val Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro
115 120 125

Ser Ghu Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr Glu Pro Ghu Ala
130 135 140
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40

<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210>4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>5

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met

1

Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly Tyr Trp

1

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met

1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met

1

ES 2661925713

5

5

5

5

Arg Ile Arg Thr Lys Ser Asn Asp Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 6

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 6

Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Arg
1 5 10 15

Gly

<210>7

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 10

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210>11

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

50
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<400> 11

His Ser Agp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 12

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr

<210> 16

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
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55

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

<210>21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1

ES 2661925713

5

5

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr

1

5

Gln Gln Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr

1

5

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1

5

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn

1

5

52
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<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

<210> 27

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2661925713

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met Ser

1

5

10

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser

1

5

10

Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly Tyr Trp Asn

1

5

10

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Val His

1

5

10

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Ser

1

5

53

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50
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<400> 28

Arg Ile Arg Thr Lys Ser Asn Asp Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val

<210> 29

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
1 5 10

<210> 32

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ser Ala Ala Phe
1 5 10

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 33

Thr Ile Ser Thr Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
1 5 10 15

54
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<210> 34

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala Ser
1 5 10 15

Val

<210> 35

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Val Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 36

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 37

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Hig Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 38

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 39

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

<210> 41

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1

<210> 42

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val Asn Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

<210> 44

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

1

<210> 45

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2661925713

Len Leu Arg Ser Val Gly Gly Phe Ala Asp

1

5

10

Asp Tyr Gly Asn Tyr Ala Met Asp Tyr

1

5

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr

1

5

56
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ES 2661925713

<400> 45

Arg Ser Ser Gln Thr Ile Val His Asn Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 46

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leun
1 5 10 15

Ala

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr
1 5
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<210>51

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

<210> 52

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

<210> 56

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

ES 2661925713

Gln Gln Tyr His Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Ser Gln Ser Thr Hig Val Pro Trp Thr
1 5

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Phe Thr
1 5

Gln Gln Phe Hig Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

58



Glu Val Gln

Ser Leu Lys

Ala Met Asn
35

Ala Arg Ile
50

Ser Val Lys
65

Leu Tyr Leu

Tyr Cys Val

Gln Gly Thr
115

<210> 57
<211>121

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 57

Leu

Leu
20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Arg

Met

85

Val

Val

ES 2661925713

Glu

Cys

Arg

Lys

Ile

70

Asn

Gly

Thr

Thr

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Tyr

Val

Gly

Thr

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Arg

Ser
120

59

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Ser

Lys

Pro

105

Ser

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

20

Tyr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asgp

15

Glu

Ala

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asgp

Asp

Met

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Asp

Pro

Azn

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Tyr
110

Lys
15

Thr

Trp

Ala

Ser

Met
95

Trp

Gly

Tyr

Val

Asp

Met

80

Tyr

Gly
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Len lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Val Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Agp Thr Ala Met Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Gln Asn Phe Gly Ser Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 58

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

60



Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210> 59

<211> 120
<212> PRT

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Met

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Leu
115

<213> Homo sapiens

<400> 59

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Ser

Ser

100

Val

Val

Ser

Val

Azn

Thr

Ser

g5

Asgp

Thr

ES 2661925713

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Tyr

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Ser

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala
120

61

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ala
105

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asgp

90

Trp

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asgp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Tyr
95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln



Glu

Thr

Tyr

Gly

Ser
65

Gln

Gly

<210> 60
<211> 112
<212> PRT

Val

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

Asn

35

Ile

Ile

Ile

Tyr

Leu
115

<213> Homo sapiens

<400> 60

Len

Leu
20

Trp

Arg

Ser

Ser

Tyr

100

Val

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Asp

Thr

ES 2661925713

Glu

Cys

Arg

Ser

Thr

70

Thr

Tyr

Val

Ser

Ser

Lys

Gly

55

Arg

Thr

Asp

Ser

Gly

Val

Phe

40

Asn

Asp

Glu

Arg

Ala
120

62

Pro

Thr
25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala
105

Ser
10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Trp

Len

Asp

Asn

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

Pro

Gln

Phe

Tyr

Pro

Thr
30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Trp
110

Ser
15

Ser

Tyr

Len

Tyr

Cys

95

Gly

Gln

Gly

Met

Llys

Leu

80

Ala

Gln



10

Asp Val Leu
1

Asp Gln Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Thr Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Ser Hiz Val

<210> 61
<211>112

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 61
Asp Val Leu
1

Asp Gln Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Lys Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Ser His Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

g5

Leu

ES 2661925713

Gln

Ser

Len

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Aszp

Phe

Pro

Arg

Trp

Val

Ser

Len

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

63

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Ser

10

Ser

Len

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Asn

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Thr

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

Hisg

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Leu

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln
95

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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15

<210> 62
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

Gln
1

Glu

Tyr

Gly
65

Phe

<210> 63
<211> 112
<212> PRT

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 63

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

ES 2661925713

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Gln

Glu

64

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Tyr

20

Lys

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

15

His

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



10

Asp Val

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210> 64
<211>121
<212> PRT

Val

Ala

Asn

35

Len

Phe

Val

Val

<213> Homo sapiens

<400> 64

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Arg
50

Ser Val
65

Leu Tyr

Gln

Lys

Azn

35

Ile

Lys

Leu

Met

Ser

20

Thr

Len

Ser

Glu

Pro
100

Leu

Leu
20

Trp

Arg

Gly

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Val

Ser

Val

Thr

Arg

Met
85

ES 2661925713

Gln

Ser

Len

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Lys

Ile

70

Azn

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Azn

Pro

Arg

Trp

Val

Ser

Len

Gly

Gly

Thr

Ala

40

Azn

Ile

Leu

65

Len

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asgp

Ser

Lys

Ser

10

Ser

Len

Asn

Thr

Val

90

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr
90

Len

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Len

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Ser Leu Gly
15

val Hig Ser
30

Gly Gln Ser

Gly Val Pro

Leu Lys Tle
80

Ser Gln Ser
95

Glu Ile Lys
110

Pro Lys Gly

15

Asn
30

Thr Tyr

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Gln Ser Met

80

Ala Met Tyr

95
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Tyr Cys

Gln Gly

<210> 65
<211>121
<212> PRT

Val

Thr
115

<213> Homo sapiens

<400> 65
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Thr
50

Arg Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Ala Gly

<210> 66
<211>120
<212> PRT

Gln

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Gln

Thr
115

<213> Homo sapiens

<400> 66

Arg
100

Ser

Len

Phe
20

Trp

Thr

Phe

Ser

Asn

100

Thr

Val

Val

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Phe

Val
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Gly Tyr Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly

105

Thr Val Ser Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Ser

Val

120

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

Arg

Ser
120

66

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Asp

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

Trp

Len

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Asp

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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Glu Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ser Len lLys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val

35 40 45

Ala Thr Ile Ser Asn Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Len Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 80 95

Ala Arg Hig Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr vVal Ser Ala
115 120

<210> 67
<211>120

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 67

67
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Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val lLys Pro Ser Gln

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Phe Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Arg Tyr Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Llys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu
65 70 75 80

Gln Leu Ile Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Phe Tyr Cysg Ala
85 80 95

Arg Ser Tyr Tyr Asp Tyr Asp Arg Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ala Leu Val Thr val Ser Ala
115 120

<210> 68
<211>118

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 68

68
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Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Lys

<210> 69

<211> 120
<212> PRT

Val

Val

Val

50

Arg

Met

Leu

Val

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Ser

Leu

Thr
115

<213> Homo sapiens

<400> 69

Glu
1

Ser

Ala

Ala

lys

65

Leu

Val

Len

Met

Thr

50

Gly

Gln

Met

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Arg

100

Val

Leu

Len
20

Trp

Ser

Phe

Ser

Lys

Thr

Val

Arg

Ile

Leu

g5

Ser

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser
85
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Gln

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Val

Ala

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Leu

Gly

55

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly Pro

Val Ser

25

Ser Pro

40

Ser Thr

Asp Asn

Asp Asp

Gly Phe
105

Gly Gly

Ala Ser

25

Thr Pro

40

Ser Tyr

Arg Asp

Ser Glu

69

Ser

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Ala

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Val

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Ile

Trp

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Asn

Ala

Gln

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ala

Tyr

Ser Gln
15

Ser Tyr

Trp Leu

Phe Met

Phe Phe
80

Cys Ala
95

Gly Thr

Gly Gly
15

Asn Tyr

Trp Val

Ser val

Len Tyr

80

Tyr Cys
95
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Ala Arg His Ser Asp Tyr Ser Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Arg

100

Gly Thr Leu Val Thr vVal Ser Ala

115

<210> 70

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Glu Val Gln
1

Thr Leun Ser

Tyr Trp Asn
35

Gly Tyr Ile
50

Ser Arg Ile
65

Gln Leu Ile

Arg Ser Tyr

Gly Ala Leun
115

<210>71

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Leu

Len

20

Trp

Arg

Ser

Ser

Tyr

100

Val

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Asp

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Thr

70

Thr

Tyr

Val

Ser

Ser

Lys

Gly

55

Arg

Thr

Asp

Ser

120

Gly

Val

Phe

40

Asn

Asp

Glu

Arg

Ala
120

70

105

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala
105

Ser

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
80

Trp

Leu

Asp

Asn

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Thr

Ala

Lys

Phe

Len

45

Pro

Gln

Phe

Tyr

110

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Trp
110

Ser

15

Ser

Tyr

Leu

Tyr

Cys

95

Gly

Gln

Gly

Met

Lys

Len

80

Ala

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu

35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asgp Asn Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 20 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Tyr Gly Asn Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 72

<211>112

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 72

71
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Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

<210> 73
<211> 112
<212> PRT

Val

Gln

Gly

Thr

50

Arg

Arg

Hisg

Leu

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

<213> Homo sapiens

<400> 73

Asp

1

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Val

Gln

Gly

lys

50

Arg

Arg

His

Len

Ala

Asn

35

Len

Phe

Val

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Len

Ser

Glu

Pro
100

Thr
5

Ile
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Gln

Ser

Tyr Len

Ile

Gly

Tyr

Ser

Ala Glu

85

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Len

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Len

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

72

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Len

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Ser

10

Ser

Len

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Len

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro Val Ser

Asn Ile Val
30

Lys Pro Gly
45

Phe Ser Gly
60

Phe Thr Leu

Tyr Cys Phe

Lys Leu Glu
110

Pro Val Ser

Ser Ile Val
30

Lyg Pro Gly
45

Phe Ser Gly
60

Phe Thr Leu

Tyr Cys Phe

Thr Leu Glu
110

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Len

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln

95

Len

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



10

15

<210> 74
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Gln
1

Glu

Tyr

Arg

Gly

65

Phe

<210> 75
<211> 112
<212> PRT

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 75

Leu

Thr

20

Gln

Azn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr
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Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Gln

Glu

73

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Tyr

20

Lys

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

His

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Asp Val

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys

50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

<210> 76
<211> 112
<212> PRT

Val

Ala

Asn

35

Len

Phe

Val

Val

<213> Homo sapiens

<400> 76
Asp Val
1

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Ser His

Len

Ala

Asn

35

Len

Phe

Val

Val

Met

Ser

20

Thr

Len

Ser

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Len

Ser

Glu

Pro

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe
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Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Hisg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Thr Pro

Cys Arg

Glu

Trp
40

Lys Val

55

Gly

Asp

Ser

Leu

Phe Gly

74

Len

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Len

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ser

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Len

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Len

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Thr

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Len

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Len

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Ser

Val

30

Gly

Gly

Len

Phe

Glu

Len

15

Hisg

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Len
15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gly

Asn

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<210> 77

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Gln Ile Val
1

Glu Lys Val

Tyr Trp Tyr
35

Arg Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210> 78

<211>112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

g5

Thr
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Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

105

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Gln

Glu

75

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Phe

90

Lys

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

15

His

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

110

Ala

Val

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Pro

Asp

Ser

Thr

<210> 79
<211> 113
<212> PRT

val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

Hisg

Val Met

Ala Ser
20

Agn Thr
35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

val Pro
100

<213> Homo sapiens

<400> 79

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Trp
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Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Len

Gly

76

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
80

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val
30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Leu
15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys
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Asp Ile Val

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys

<210> 80

<211> 140

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 80

Met Asp Val
1

Ala Ala Ala

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Ser

Met

Azn

Thr

Lys
85

Pro
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Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Phe Met Lys Gly

5

Glu Lys Thr Lys

20

Thr Lys Glu Gly Val Leu Tyr

35

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asgp

Phe

Len

Gln

Ser

Ser

25

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Lys Ala Lys

10

Gly val Ala Glu

25

Val Gly Ser Lysg Thr

40

7

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser Val

Leu Tyr
30

Pro Gly

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

95

Leu Glu
110

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Glu Gly Val Vval

15

Ala Ala Gly Lys

30

Lyg Glu Gly Val

45



Val

Asn

65

Thr

lys

Leu

Ser

His

50

Val

Val

Asp

Glu

Glu
130

Gly

Gly

Glu

Gln

Asp

115

Glu

Val

Gly

Gly

Len

100

Met

Gly

Ala

Ala

Ala

85

Gly

Pro

Tyr
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Thr

Val

70

Gly

Lys

Val

Gln

Val

55

Val

Ser

Asn

Asp

Asp
135

Ala

Thr

Ile

Glu

Pro

120

Tyr

78

Glu

Gly

Ala

Glu

105

Asp

Glu

Lys

Val

Ala

90

Gly

Asn

Pro

Thr

Thr

75

Ala

Ala

Glu

Glu

Lys

60

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala
140

Glu

Val

Gly

Gln

Tyr
125

Gln

Ala

Phe

Glu

110

Glu

Val

Gln

Val

95

Gly

Met

Thr

Lys

80

Lys

Ile

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a las protofibrillas de la a-sinucleina humana que tiene un
peso molecular en un intervalo de entre 1.000 y 5.000 kDa, en el que la unién del anticuerpo o del fragmento a cada
uno de los monémeros de a-sinucleina y de los monémeros de B-sinucleina es al menos 100 veces menor que la
unién del anticuerpo o del fragmento a las protofibrillas de la a-sinucleina humana, teniendo el anticuerpo o el
fragmento tres secuencias pesadas variables (VH) de CDR (VH-CDR-1, VH-CDR-2 y VH-CDR-3) y tres secuencias
ligeras variables (VL) de CDR (VL-CDR-1, VL-CDR-2 y VL-CDR-3) y en el que el anticuerpo o el fragmento del
mismo tiene una combinacion de secuencias de CDR seleccionada entre las siguientes combinaciones:

(a) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 22, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 28, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 35, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
41, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(b) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 29, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 36, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
42, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 50,

(c) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 24, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 30, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 51,

(d) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 25, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 31, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 38, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
44, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 52,

(e) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 26, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 32, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 39, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
45, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 53,

(f) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 33, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
43, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 54, and

(9) VH-CDR-1: SEQ ID NO: 27, VH-CDR-2: SEQ ID NO: 34, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 40, VL-CDR-1: SEQ ID NO:
46, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 49 y VL-CDR-3: SEQ ID NO: 55.

2. El anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 22, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
28, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 35, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 41, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
50.

3. El anticuerpo o un fragmento del mismo seguln la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
29, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 36, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 42, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
50.

4. El anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacién 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 24, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
30, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 43, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
51.

5. El anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 25, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
31, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 38, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 44, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
52.

6. El anticuerpo o un fragmento del mismo seguln la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 26, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
32, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 39, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 45, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 47 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
53.

7. El anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 23, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
33, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 37, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 43, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 48 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
54.

8. El anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en el que las seis secuencias de CDR del
anticuerpo o del fragmento del mismo tienen las secuencias de VH-CDR-1: SEQ ID NO: 27, VH-CDR-2: SEQ ID NO:
34, VH-CDR-3: SEQ ID NO: 40, VL-CDR-1: SEQ ID NO: 46, VL-CDR-2: SEQ ID NO: 49 y VL-CDR-3: SEQ ID NO:
55.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, y un portador farmacéuticamente aceptable.
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10. Un método in vitro de deteccion de las protofibrillas de a-sinucleina, que comprende las etapas de

- afiadir el anticuerpo o el fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la composicién segun la
reivindicacién 9 a una muestra biologica que comprende o que se sospecha que comprende protofibrillas de a-
sinucleina, y

- detectar la presencia de un complejo formado entre las protofibrillas de a-sinucleina y dicho anticuerpo o
fragmento.

11. Un anticuerpo o un fragmento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicidn farmacéutica
que comprende un anticuerpo o un fragmento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un portador
farmacéuticamente aceptable para su uso en la prevencion, el retraso en la aparicion o el tratamiento de un trastorno
neurodegenerativo con patologia de a-sinucleina en un individuo, en el que el trastorno con patologia de a-
sinucleina esta caracterizado por la deposicion de cuerpos de Lewy y de neuritas de Lewy.

12. El anticuerpo, el fragmento o la composicion para su uso segun la reivindicacion 11, en el que el trastorno
neurodegenerativo es la enfermedad de Parkinson (PD), la demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la variante con
cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer o la atrofia sistémica multiple.

13. Uso de un anticuerpo o de un fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o de una composicion
segun la reivindicacion 9 para el diagnéstico o la monitorizacion in vitro del desarrollo de un trastorno
neurodegenerativo con patologia de a-sinucleina, en el que el trastorno con patologia de a-sinucleina esta
caracterizado por la deposicion de cuerpos de Lewy y de neuritas de Lewy.

14. El uso segun la reivindicacion 13 para el diagndstico o la monitorizacion in vitro del desarrollo de la enfermedad
de Parkinson (PD), de la demencia con cuerpos de Lewy (DLB), de la variante con cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer o de la atrofia sistémica muiltiple.

15. El anticuerpo o el fragmento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicion segun la

reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento de un trastorno por una a-sinucleinopatia en un sujeto mediante su
unién a las protofibrillas de a-sinucleina en el cerebro del sujeto.
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