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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la terapia y diagnosis de la influenza
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere generalmente a la terapia, diagnosis y control de la infeccion por influenza. La
invenciéon se refiere mas especificamente a anticuerpos especificos de la proteina de la matriz 2 de influenza
completamente humanos aislados y a su fabricacién y uso. Dichos anticuerpos son utiles en composiciones
farmacéuticas para la prevencion y el tratamiento de la influenza, y para la diagnosis y el control de la infeccion por
influenza.

Antecedentes de la Invencion

El virus de la influenza infecta a 5-20% de la poblacién y produce 30.000-50.000 muertes cada afio en los Estados
Unidos. Aunque la vacuna de la influenza es el método primario de prevencion de la infecciéon, solamente se
encuentran disponibles cuatro farmacos antivirales en los Estados Unidos: amantadina, rimantadina, oseltamivir y
zanamivir. En Diciembre de 2005, solamente se recomienda oseltamivir (TAMIFLUTM) para el tratamiento de la
influenza A debido a la resistencia creciente del virus a la amantadina y la rimantidina resultante de una sustitucion
de aminoacidos en la proteina M2 del virus.

La enfermedad causada por las infecciones virales de influenza A esta tipificada por su naturaleza ciclica. La deriva
y el desplazamiento antigénicos permiten que emerjan diferentes cepas A cada afio. Sumado a esto, la amenaza de
cepas altamente patogénicas que se introducen en la poblacion general ha acentuado la necesidad de terapias
novedosas para las infecciones por gripe. La fraccion predominante de los anticuerpos neutralizadores esta dirigida
a las regiones polimorfas de las proteinas hemaglutinina y neuraminidasa. De este modo, dicho MAb neutralizador
elegiria presumiblemente como diana solamente una o unas pocas cepas. Ultimamente el centro de atencién ha sido
la proteina de la matriz 2 (M2) relativamente invariable. Potencialmente, un MAb neutralizador para M2 seria una
terapia adecuada para todas las cepas de influenza A.

La proteina M2 se encuentra en un homotetramero que forma un canal iénico y se piensa que ayuda en la pérdida
de la envoltura del virus tras la entrada en la célula. Tras la infeccion, se puede encontrar M2 en abundancia en la
superficie de la célula. Esta se incorpora con posterioridad a la envoltura del virién, en donde solamente comprende
aproximadamente 2% de la proteina de la envoltura total. EI dominio extracelular de M2 (M2e) es corto, con los
aminoacidos 2-24 amino terminales desplegados fuera de la célula. Los MAb anti-M2 se han dirigido hasta la fecha
hacia esta secuencia lineal. De este modo, pueden no mostrar las propiedades de union deseadas para la M2
expresada celularmente, incluyendo determinantes conformacionales sobre la M2 nativa.

Por ejemplo, el documento WO 2006/061723 describe el anticuerpo monoclonal Z3G1 totalmente humano obtenido
de ratones transgénicos que albergan regiones del gen de la inmunoglobulina humana inmunizados con el
polipéptido M2. El anticuerpo Z3G1 se une a un determinante dentro de la secuencia LLTEVETPIR y es
terapéuticamente eficaz contra la infeccion por influenza A en ratones.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica, hace mucho tiempo, de nuevos anticuerpos que se unan a la M2
expresada en la célula y a los determinantes conformacionales sobre la M2 nativa.

Compendio de la Invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales completamente humanos aislados dirigidos
especificamente contra M2e y que tienen las secuencias CDR mostradas en la reivindicacion 1. Opcionalmente, el
anticuerpo se aisla de una célula B de un donante humano. Los anticuerpos monoclonales ilustrativos incluyen 8i10,
21B15 y 23K12 descritos en la presente memoria. Los anticuerpos son referidos respectivamente en la presente
memoria como anticuerpos para huM2e. El anticuerpo para huM2e tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:
a) se une a un epitopo en el dominio extracelular del polipéptido del ectodominio de la matriz 2 (M2e) de un virus de
influenza; b) se une a células infectadas con influenza A; o c) se une al virus influenza A.

El epitopo al que se une el anticuerpo para huM2e es un epitopo no lineal de un polipéptido M2. Preferiblemente, el
epitopo incluye la regiéon amino terminal del polipéptido M2e. Mas preferiblemente el epitopo incluye total o
parcialmente la secuencia de aminoacidos SLLTEV (SEQ ID NO: 42). Lo mas preferiblemente, el epitopo incluye el
aminoacido de las posiciones 2, 5y 6 del polipéptido M2e cuando se numera de acuerdo con el SEQ ID NO: 1. El
aminoacido de la posicion 2 es una serina; el de la posicion 5 es una treonina; y el de la posiciéon 6 es un acido
glutamico.

Un anticuerpo para huM2e contiene una cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminoacidos de los SEQ
ID NOS: 44 o 50 y una cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos de los SEQ ID NOS: 46 o 52.
Las tres CDR de la cadena pesada incluyen las secuencias de aminoacidos NYYWS (SEQ ID NO: 72),
FIYYGGNTKYNPSLKS (SEQ ID NO: 74), y ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76), o SNYMS (SEQ ID NO: 103),
VIYSGGSTYYADSVK (SEQ ID NO: 105), y CLSRMRGYGLDV (SEQ ID NO: 107) (determinadas mediante el método
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de Kabat) y una cadena ligera con tres CDR que incluyen las secuencias de aminoacidos RASQNIYKYLN (SEQ ID
NO: 59), AASGLQS (SEQ ID NO: 61), y QQSYSPPLT (SEQ ID NO: 63); o RTSQSISSYLN (SEQ ID NO: 92),
AASSLQSGVPSRF (SEQ ID NO: 94), QQSYSMPA (SEQ ID NO: 96) (determinadas mediante el método de Kabat).
El anticuerpo se une a M2e.

En otro aspecto la invencion proporciona una composicién que incluye un anticuerpo para huM2e de acuerdo con la
invencién. En varios aspectos la composicion incluye adicionalmente un farmaco anti-viral, un inhibidor de la entrada
viral o un inhibidor del anclaje viral. El farmaco anti-viral es por ejemplo un inhibidor de neuraminidasa, un inhibidor
de HA, un inhibidor de acido sialico o un inhibidor del canal idnico M2. El inhibidor del canal idnico M2 es por ejemplo
amantadina o rimantadina. El inhibidor de neuraminidasa es por ejemplo zanamivir, o fosfato de oseltamivir. En un
aspecto adicional la composicién incluye adicionalmente un segundo anticuerpo anti-influenza A.

En un aspecto adicional los anticuerpos para huM2e de acuerdo con la invencion estan conectados operablemente a
un agente terapéutico o una marca detectable.

También se incluye en la invencion un método para determinar la presencia de una infeccién por el virus de la
influenza en un paciente, poniendo en contacto una muestra bioldgica obtenida del paciente con un anticuerpo de la
invencion; detectando la cantidad del anticuerpo que se une a la muestra biolégica; y comparando la cantidad de
anticuerpo que se une a la muestra biolégica con un valor de control.

La invencion proporciona adicionalmente un kit de diagndstico que comprende un anticuerpo para huM2e.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
reivindicaciones y se describen por medio de las mismas.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra la unién de tres anticuerpos de la presente invencién y el anticuerpo de control hu14C2 a
células HEK 293 transfectadas con un constructo de expresién o vector de control de M2, en presencia o ausencia
de péptido M2 libre.

Las Figuras 2A y B son graficos que muestran la unidon del anticuerpo monoclonal humano a influenza A/Puerto
Rico/8/32.

La Figura 3A es un diagrama que muestra secuencias de aminoacidos de dominios extracelulares de variantes de
M2.

Las Figuras 3B y C son diagramas de barras que muestran la union del anticuerpo anti-influenza monoclonal
humano que se une a variantes de M2 mostradas en la Figura 3A.

Las Figuras 4A y B son diagramas de barras que muestran la uniéon del anticuerpo anti-influenza monoclonal
humano que se une a péptidos M2 sometidos a mutagénesis de barrido con alanina.

La Figura 5 es una serie de diagramas de barras que muestran la unién de los MAb 8i10 y 23K12 a la proteina M2
que representa la secuencia A/HK/483/1997 de la cepa de influenza que fue expresada establemente en la linea de
células CHO DG44.

La Figura 6A es un diagrama que muestra la unién por reactividad cruzada de anticuerpos anti-M2 a péptidos M2
variantes.

La Figura 6B es un diagrama que muestra la actividad de unién de anticuerpos para M2 a péptidos M2 truncados.

La Figura 7 es un grafico que muestra la supervivencia de ratones infectados con influenza tratados con anticuerpos
monoclonales anti-influenza humanos.

La Figura 8 es una ilustracion que demuestra que los anticuerpos anti-M2 se unen a una region altamente
conservada en el extremo N de M2e.

La Figura 9 es un grafico que muestra los clones de rHMADb anti-M2 de sobrenadante bruto unido a influenza en un
ELISA, mientras el mAb anti-M2e de control 14C2 no se unia facilmente al virus.

La Figura 10 es una serie de fotografias que muestra rHMAb anti-M2 unidos a células infectadas con influenza. Las
células MDCK fueron infectadas o no con influenza A/PR/8/32 y se someti® a ensayo la union de Ab de
sobrenadante bruto 24 horas mas tarde. Los datos se recabaron del escaner de placa FMAT.

La Figura 11 es un grafico que muestra clones de rHMAb anti-M2 de sobrenadante bruto unidos a células
transfectadas con proteinas M2 de los subtipos de influenza H3N2, HK483, y VN 1203. Los plasmidos que codifican
los ADNc completos de M2 correspondientes a las cepas de influenza H3N2, HK483, y VN 1203, asi como un
control plasmidico simulado, fueron transfectados transitoriamente en células 293. Los mAB 14C2, 8i10, 23K12, y
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21B15 se sometieron a ensayo para determinar la union a los transfectantes, y fueron detectados con un anticuerpo
secundario anti-lgG humana conjugado con AF647. Se muestran las intensidades de fluorescencia medias del mAB
especifico unido después del analisis FACS.

Descripcion Detallada

La presente invencién proporciona anticuerpos monoclonales completamente humanos aislados especificos contra
el dominio extracelular del polipéptido de la matriz 2 (M2) y que tienen las secuencias CDR definidas en la
reivindicacion 1. Los anticuerpos son referidos respectivamente en la presente memoria como anticuerpos para
huM2e.

M2 es una proteina transmembrana de 96 aminoacidos presente como homotetramero sobre la superficie del virus
influenza y en las células infectadas viralmente. M2 contiene un ectodominio de 23 aminoacidos (M2e) que esta
altamente conservado en todas las cepas de influenza A. Se han producido pocos cambios de aminoacidos desde la
cepa pandémica de 1918, por lo tanto M2e es una diana atractiva para las terapias contra la influenza. En estudios
anteriores, se obtuvieron anticuerpos monoclonales especificos para el ectodominio de M2 (M2e) tras las
inmunizaciones con un péptido correspondiente a la secuencia lineal de M2e. En contraste, la presente invencién
proporciona un procedimiento novedoso por medio del cual la M2 completa es expresada en lineas celulares, lo que
permite la identificacion de anticuerpos humanos que se unen a esta M2e expresada en las células. Se ha
demostrado que los anticuerpos para huM2e se unen a determinantes conformacionales sobre las células
transfectadas con M2, asi como M2 nativa, o bien sobre células infectadas con influenza, o bien sobre el propio
virus. Los anticuerpos para huM2e no se unian al péptido M2e lineal, pero se unen a diversas variantes de M2
naturales, también expresadas tras la transfeccion de ADNc en lineas celulares. Por lo tanto, esta invencién ha
permitido la identificacion y produccidon de anticuerpos monoclonales humanos que muestran una especificidad
novedosa para una gama muy amplia de cepas de virus de influenza A. Estos anticuerpos se pueden utilizar
diagnosticamente para identificar la infeccion por influenza A y terapéuticamente para tratar la infeccidn por influenza
A.

Los anticuerpos para huM2e de la invencion tienen una o mas de las siguientes caracteristicas: el anticuerpo para
huM2e se une a a) un epitopo en el dominio extracelular del polipéptido de la matriz 2 (M2) de un virus de influenza;
b) se une a células infectadas con influenza A; y/o c) se une al virus de la influenza A (es decir, virones). Los
anticuerpos para huM2e de la invencion eliminan las células infectadas con influenza por medio de mecanismos
efectores inmunitarios tales como ADCC y promueve el aclaramiento viral directo uniéndose a los viriones de la
influenza. Los anticuerpos para huM2e de la invenciéon se unen a la regiéon amino terminal del polipéptido M2e.
Preferiblemente, los anticuerpos para huM2e de la invencion se unen a la regién amino terminal del polipéptido M2e
en donde el residuo de metionina N terminal esta ausente. Las secuencias de M2e ilustrativas incluyen aquellas
secuencias enumeradas en la Tabla | de mas abajo.

Tabla |

Tipo | Nombre Subtipo Secuencia de M2E SEQ ID NO

A BREVIG MISSION.1.1918 H1N1 MSLLTEVETPTRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 1
A FORT MONMOUTH.1.1947 H1N1 MSLLTEVETPTKNEWECRCNDSSD SEQID NO: 2
A .SINGAPORE.02.2005 H3N2 MSLLTEVETPIRNEWECRCNDSSD SEQID NO: 3
A WISCONSIN.10.98 H1N1 MSLLTEVETPIRNGWECKCNDSSD SEQ ID NO: 4
A WISCONSIN.301.1976 H1N1 MSLLTEVETPIRSEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 5
A PANAMA.1.66 H2N2 MSFLPEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQID NO: 6
A NEW YORK.321.1999 H3N2 MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSN SEQIDNO: 7
A CARACAS.1.71 H3N2 MSLLTEVETPIRKEWGCRCNDSSD SEQID NO: 8
A TAIWAN.3.71 H3N2 MSFLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQID NO: 9
A WUHAN.359.95 H3N2 MSLPTEVETPIRSEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 10
A HONG KONG.1144.99 H3N2 MSLLPEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 11
A HONG KONG.1180.99 H3N2 MSLLPEVETPIRNGWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 12
A HONG KONG.1774.99 H3N2 MSLLTEVETPTRNGWECRCSGSSD SEQ ID NO: 13
A NEW YORK.217.02 H1N2 MSLLTEVETPIRNEWEYRCNDSSD SEQ ID NO: 14
A NEW YORK.300.2003 H1N2 MSLLTEVETPIRNEWEYRCSDSSD SEQ ID NO: 15
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Tipo | Nombre Subtipo Secuencia de M2E SEQ ID NO
A SWINE.SPAIN.54008.20 04 H3N2 MSLLTEVETPTRNGWECRYSDSSD SEQ ID NO: 16
A GUANGZHOU.333.99 HIN2 MSFLTEVETLTRNGWECRCSDSSD SEQ ID NO: 17
A HONG KONG.1073.99 HIN2 MSLLTEVETLTRNGWECKCRDSSD SEQ ID NO: 18
A HONG KONG.1.68 H3N2 MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 19
A SWINE.HONG H3N2 MSLLTEVETPIRSEWGCRCNDSGD SEQ ID NO: 20
KONG.126.1982
A NEW YORK.703.1995 H3N2 MSLLTEVETPIRNEWECRCNGSSD SEQ ID NO: 21
A SWINE.QUEBEC.192.81 H1N1 MSLPTEVETPIRNEWGCRCNDSSD SEQ ID NO: 22
A PUERTO RICO.8.34 H1N1 MSLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSD SEQ ID NO: 23
A HONG KONG.485.97 H5N1 MSLLTEVDTLTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO: 24
A HONG KONG.542.97 H5N1 MSLLTEVETLTKNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO: 25
A SILKY HIN2 MSLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO: 26
CHICKEN.SHANTOU.1826
.2004
CHICKEN.TAIWAN.0305. 04 HBN1 MSLLTEVETHTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO: 27
?gﬁlL.ARKANSAS.16309 -|H7N3NSA | MSLLTEVKTPTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO: 28
A HONG KONG.486.97 H5N1 MSLLTEVETLTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO: 29
A CHICKEN.PENNSYLVANIA H7N2NSB | MSLLTEVETPTRDGWECKCSDSSD SEQ ID NO: 30
.13552-1.98
A (iI;I&KEN.HEILONGJIANG HION2 MSLLTEVETPTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO: 31
A SWINE.KOREA.S5.2005 H1N2 MSLLTEVETPTRNGWECKCNDSSD SEQ ID NO: 32
A HONG KONG.1073.99 HIN2 MSLLTEVETLTRNGWECKCSDSSD SEQ ID NO: 33
A WISCONSIN.3523.88 H1N1 MSLLTEVETPIRNEWGCKCNDSSD SEQ ID NO: 34
A X-31 VACCINE STRAIN H3N2 MSFLTEVETPIRNEWGCRCNGSSD SEQ ID NO: 35
A CHICKEN.ROSTOCK.8.1934 | H7N1 MSLLTEVETPTRNGWECRCNDSSD SEQ ID NO: 36
A ENVIRONMENT.NEW H7N2 MSLLTEVETPIRKGWECNCSDSSD SEQ ID NO: 37
YORK.16326-1.2005
A INDONESIA.560H.2006 H5N1 MSLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD SEQ ID NO: 38
A CHICKEN.HONG HION2 MSLLTGVETHTRNGWGCKCSDSSD SEQ ID NO: 39
KONG.SF1.03
A gr(l)(;KEN.HONGKONG.YU4 HIN2 MSLLPEVETHTRNGWGCRCSDSSD SEQ ID NO: 40

En una realizacion, los anticuerpos para huM2e de la invencién se unen a una M2e que incluye totalmente o
parcialmente los residuos de aminoacido desde la posicion 2 a la posicion 7 de M2e cuando se numera de acuerdo
con el SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, los anticuerpos para huM2e de la invencion se unen totalmente o parcialmente a
la secuencia de aminoacidos SLLTEVET (SEQ ID NO: 41). Lo mas preferiblemente, los anticuerpos para HuM2e de
la invencion se unen totalmente o parcialmente a la secuencia de aminoacidos SLLTEV (SEQ ID NO: 42).
Preferiblemente, los anticuerpos para HuM2e de la invencion se unen al epitopo no lineal de la proteina M2e. Por
ejemplo, los anticuerpos para huM2e se unen a un epitopo que comprende las posiciones 2, 5, y 6 del polipéptido
para M2e cuando se numeran de acuerdo con el SEQ ID NO: 1 en donde el aminoacido a) de la posicion 2 es una
serina; b) de la posicion 5 es una treonina; y c) de la posicion 6 es un acido glutamico. Los anticuerpos
monoclonales para huMZ2e ilustrativos que se unen a este epitopo son los anticuerpos 8110, 21B15 o 23K12
descritos en la presente memoria.

El anticuerpo 8110 incluye una regién variable de la cadena pesada (SEQ ID NO: 44) codificada por la secuencia de
acido nucleico mostrada mas abajo en el SEQ ID NO: 43, y una region variable de la cadena ligera (SEQ ID NO: 46)
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codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en el SEQ ID NO: 45.

Los aminoacidos que abarcan las CDR definidas por Chothia, C. et al. (1989, Nature, 342: 877-883) estan
subrayadados y los definidos por Kabat E.A. et al. (1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edic.,
Publicacion NIH ndm. 91-3242 U.S. Department of Heath and Human Services) se destacan en negrita en las
secuencias de mas abajo.

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 8110 tienen las siguientes secuencias por la definicién de Kabat:
NYYWS (SEQ ID NO: 72), FIYYGGNTKYNPS LKS (SEQ ID NO: 74) y ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76). Las CDR
de la cadena ligera del anticuerpo 8110 tienen las siguientes secuencias por la definiciéon de Kabat: RASQNIYKYLN
(SEQ ID NO: 59), AA SGLQS (SEQ ID NO: 61) y QQSYSPPLT (SEQ ID NO: 63).

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 8110 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia:
GSSISN (SEQ ID NO: 109), FIYYGGNTK (SEQ ID NO: 110) y ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76). Las CDR de la
cadena ligera del anticuerpo 8110 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia: RASQNIYKYLN
(SEQ ID NO: 59), AASGLQS (SEQ ID NO: 61) y QQSYSPPLT (SEQ ID NO: 63).

>Secuencia de nucledtidos de VH de 8I10: (SEQ ID NO: 43)

CAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCACTGTCTCTGGTTCGTCCATCAGTAATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGTCCCCAG
GGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTTTATCTATTACGGTGGAAACACCAAGTACAATCCCTCC
CTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGTCAGGTCTCCCTGACGATGAG
CTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCGTCTATTTCTGTGCGAGAGCGTCTTGTAGTGGTGGTT
ACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCG

>Secuencia de aminoacidos de VH de 8110: (SEQ ID NO: 44)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

nHasn
QN - E
nt oA
Qa3Z0r
Q2YnNnn
<KWWot
NnheoA

HIAR =R NOQO
EHnQHA<
OrOEH <O
IR o I Vo I o
sEH Q0
QUNHH|NE
0PN Qnn
Q <<O|H[H G
H < OH{0nh ™
o2 @
< N g
H Y RIQKS
< 9 nja = xR
nlyr o|z o

>Secuencia de nucledtidos de VL de 8110: (SEQ ID NO: 45)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
CACTTGCCGGGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATTTAAATTGGTATCAGCAGAGACCAGGGA
AAGCCCCTAAGGGCCTGATCTCTGCTGCATCCGGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAGTCTGCAACCTGAAGATTT
TGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTCCCCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAGGG
TGGAGATCAAAC

>Secuencia de aminoacidos de VL de 8110: (SEQ ID NO: 46)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

K Q R|DO
Qn ek 2
leNol=l [/
o 1 Hlo o
nonlzn
PR o
0 A< ®n
LRl Y E )
o Q<
(IS [ [l
H Jjolz
o nln = n
Q<<
QO <O Q@
@Y Yoo
HE©nhxH
WO oo <
<mmQ@Q4yd
B nXRH

H-EQpPA0
< hgaOH

K

El anticuerpo 21B15 incluye una regién variable de la cadena pesada (SEQ ID NO: 44) codificada por la secuencia
de acido nucleico mostrada mas abajo en el SEQ ID NO: 47, y la region variable de la cadena ligera (SEQ ID NO:
46) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en el SEQ ID NO: 48.

Los aminoacidos que abarcan las CDR definidas por Chothia et al. 1989, estan subrayados y las definidas por Kabat
et al., 1991 estan destacados en negrita en las secuencias de mas abajo.

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 21B15 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Kabat:
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NYYWS (SEQ ID NO: 72), FIYYGGNTKYNPSLKS (SEQ ID NO: 74) y ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76). Las CDR
de la cadena ligera del anticuerpo 21B15 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Kabat:
RASQNIYKYLN (SEQ ID NO: 59), AASGLQS (SEQ ID NO: 61) y QQSYSPPLT (SEQ ID NO: 63).

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 21B15 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia:
GSSISN (SEQ ID NO: 111), FIYYGGNTK (SEQ ID NO: 110) y ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76). Las CDR de la
cadena ligera del anticuerpo 21B15 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia: RASQNIYKYLN
(SEQ ID NO: 59), AASGLQS (SEQ ID NO: 61) y QQSYSPPLT (SEQ ID NO: 63).

>Secuencia de nucledtidos de VH de 21B15: (SEQ ID NO: 47)

CAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCACTGTCTCTGGTTCGTCCATCAGTAATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGTCCCCAG
GGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTTTATCTATTACGGTGGAAACACCAAGTACAATCCCTCC
CTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGTCAGGTCTCCCTGACGATGAG
CTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCGTCTATTTCTGTGCGAGAGCGTCTTGTAGTGGTGGTT
ACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCG

>Secuencia de aminoacidos de VH de 21B15: (SEQ ID NO: 44)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

n<id=sn
A niRHE
e ko4
Q+Aa20c¢C
RQ2YnNnn
<K 0nwoH
Qe aA

H<RAR=X®ROQO
fPHnQA<
O <O
KP<m®no
=3 E0n0
Q0N HHNME
0P naQinn
Q<OHH®
H <K OlH|0n g
Em K2 @
< QW
HYP RIQ KIS
< W0 =R
n|p O|2 o

>Secuencia de nucledtidos de VL de 21B15: (SEQ ID NO: 48)

GACATCCAGGTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
CACTTGCCGCGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATTTAAATTGGTATCAGCAGAGACCAGGGA
AAGCCCCTAAGGGCCTGATCTCTGCTGCATCCGGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAGTCTGCAACCTGAAGATTT
TGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTCCCCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAGGG
TGGATATCAARAC

>Secuencia de aminoacidos de VL de 21B15: (SEQ ID NO: 46)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

D I ¢ v T Q 8§ P S8 8 L 8 A S V G D R V T I
T ¢C R A S Q N I Y K Y L N W Y Q Q R P G K
AP K GL I S aAa A S GG L Q S G VvV P S R F S
G S G S. G T D VPF T L T I T S L Q P E D F A
T ¥y Y C Q 0 S Y s p P L T F G G G T R V D
I K

El anticuerpo 23K12 incluye una regién variable de la cadena pesada (SEQ ID NO: 50) codificada por la secuencia
de acido nucleico mostrada mas abajo en el SEQ ID NO: 49, y una region variable de la cadena ligera (SEQ ID NO:
52) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en el SEQ ID NO: 51.

Los aminoacidos que abarcan las CDR definidas por Chothia et al., 1989 estan subrayados y las definidas por Kabat
et al., 1991 estan destacados en negrita en las secuencias de mas abajo.

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 23K12 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Kabat:
SNYMS (SEQ ID NO: 103), VIYSGGSTYYADSVK (SEQ ID NO: 105) y CLSRMRGYGLDV (SEQ ID NO: 107). Las
CDR de la cadena ligera del anticuerpo 23K12 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Kabat:
RTSQSISSYLN (SEQ ID NO: 92), AASSLQSGVPSRF (SEQ ID NO: 94) y QQSYSMPA (SEQ ID NO: 96).

Las CDR de la cadena pesada del anticuerpo 23K12 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia:
GFTVSSN (SEQ ID NO: 112), VIYSGGSTY (SEQ ID NO: 113) y CLSRMRGYGLDV (SEQ ID NO: 107). Las CDR de
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la cadena ligera del anticuerpo 23K12 tienen las siguientes secuencias por la definicion de Chothia: RTSQSISSYLN
(SEQ ID NO: 92), AASSLQSGVPSRF (SEQ ID NO: 94) y QQSYSMPA (SEQ ID NO: 96).

>Secuencia de nucledtidos de VH de 23K12: (SEQ ID NO: 49)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGAATCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACCGTCAGTAGCAACTACATGAGTTGGGTCCGCCAGGCTCCAG
GGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGTTATTTATAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCC
GTGAAGGGCAGATTCTCCTTCTCCAGAGACAACTCCAAGARCACAGTGTTTCTTCAAATGAA
CAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGATGTCTGAGCAGGATGCGGG
GTTACGGTTTAGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCG

>Secuencia de acido nucleico de VH de 23K12: (SEQ ID NO: 50)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

EVQLVESG GGG GLVOQ?P?GGSTILURTIS
Cc A AS G FTV S S NY M S W VIR QA P G
K GLEWV VSV IYSGEGSTZYTYA ADS SV
K GRF SFSQRDNGSZKTNTVTFTLOQMTN S
LRAEDTA AVYZYCARTG CTLSRMZPRGY
@ L DVWGQGTTVTV S

>Secuencia de nucleétidos de VL de 23K12: (SEQ ID NO: 51)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
CACTTGCCGGACAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGA
AAGCCCCTAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCGGTCTGCAACCTGAAGATTT
TGCAACCTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTATGCCTGCCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGG
AGATCAAA

>Secuencia de aminoacidos de VL de 23K12: (SEQ ID NO: 52)

Kabat Negrita, Chothia subrayado

b1 oM TQ S P S S L S A SV GDUR V T I
T ¢C R_T 8 0 8 I 8 8 Y L N W Y Q Q K P G K
A P XK L L I Y A A S8 S L Q S G V P S R F S
G S G S G TDVF TULTTISGULQPETDTF A
T ¥ ¥ ¢ Q 0 8 ¥ 8 M P A F G Q G T K L E I
K

A menos que se definan de otro modo, los términos cientificos y técnicos utilizados en relaciéon con la presente
invencion tendran los significados que son comunmente concebidos por un experto en la técnica. Adicionalmente, a
menos que se requiera de otro modo por el contexto, los términos en singular incluiran pluralidades y los términos en
plural incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relaciéon con, y las técnicas de, cultivo
celular y tisular, biologia molecular, y quimica e hibridacién de proteinas y oligo- o poli-nucleétidos descritas en la
presente memoria son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la técnica. Se utilizan mecanismos
convencionales para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, y cultivo y transformacion de tejidos (p. ef.,
electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y los mecanismos de purificacion se realizan de acuerdo
con las especificaciones del fabricante o como se llevan a cabo comunmente en la técnica o como se describe en la
presente memoria. La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique especificamente lo
contrario, métodos convencionales de virologia, inmunologia, microbiologia, biologia molecular y mecanismos de
ADN recombinante en el ambito del conocimiento practico de la técnica, muchos de los cuales se describen mas
abajo con fines ilustrativos. Dichos mecanismos se explican a fondo en la bibliografia. Véanse, p. ej., Sambrook, et
al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Edicién, 1989); Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (1982); DNA Cloning: A Practical Approach, vol. | & Il (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait,
ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds., 1985); Transcription and Translation (B. Hames
& S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986); Perbal, A Practical Guide to Molecular
Cloning (1984).

Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y los mecanismos de laboratorio de, la quimica
analitica, la quimica sintética organica, y la quimica médica y farmacéutica descritos en la presente memoria son
aquellos bien conocidos y comunmente utilizados en la técnica. Los mecanismos convencionales se utilizan para las
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sintesis quimicas, los analisis quimicos, la preparaciéon farmacéutica, la formulacién y la liberacion, y el tratamiento
de pacientes.

Las siguientes definiciones son utiles para comprender la presente invencion:

El término "anticuerpo” (Ab) segun se utiliza en la presente memoria incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (p. ej., anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos, siempre
que muestren la actividad bioloégica deseada. El término "inmunoglobulina" (Ig) se utiliza indistintamente con
"anticuerpo” en la presente memoria.

Un "anticuerpo aislado" es aquel que ha sido separado y/o recuperado de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian en los usos diagndsticos o terapéuticos para el
anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En realizaciones
preferidas, el anticuerpo se purifica: (1) hasta mas de 95% en peso de anticuerpo determinado mediante el método
de Lowry, y lo mas preferiblemente mas de 99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15
residuos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de taza giratoria;
o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras utilizando azul de
Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de las
células recombinantes puesto que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente.
Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara por medio de al menos una etapa de purificacion.

La unidad del anticuerpo de cuatro cadenas basicas es una glicoproteina heterotetramérica compuesta por dos
cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Un anticuerpo IgM consiste en 5 de las unidades
heterotetraméricas basicas junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y por lo tanto contiene 10 sitios
de unién a antigenos, mientras los anticuerpos IgA secretados pueden polimerzarse para formar ensamblajes
polivalentes que comprenden 2-5 de las 4 unidades de cadenas basicas junto con la cadena J. En el caso de las
IgG, la unidad de 4 cadenas tiene por lo general aproximadamente 150.000 daltons. Cada cadena L esta conectada
a una cadena H por medio de un enlace disulfuro covalente, mientras las dos cadenas H estan conectadas entre si
por uno o mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L también tiene puentes
disulfuro intracatenarios espaciados regularmente. Cada cadena H tiene en el extremo N, un dominio variable (VH)
seguido de tres dominios constantes (Cy) para cada una de las cadenas a y y y cuatro dominios Cy para los isotipos
M y €. Cada cadena L tiene en el extremo N, un dominio variable (V.) seguido de un dominio constante (C.) en su
otro extremo. El V| esta alineado con el V4 y el C_ esta alienado con el primer dominio constante de la cadena
pesada (Cn1). Se cree que residuos de aminoacidos concretos forman una interfaz entre los dominios variables de la
cadena ligera y la cadena pesada. El emparejamiento de un V4 y un V| juntos forma un uUnico sitio de union a
antigeno. Para la estructura y las propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase, p. ej., Basic and
Clinical Immunology, 82 edicidn, Daniel P. Stites, Abba 1. Terr and Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange,
Norwalk, Conn., 1994, pagina 71, y Capitulo 6.

La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede ser asignada a uno de dos tipos claramente distintos,
denominados kappa (k) y lambda (A), basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes
(CL). Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Cu), las
inmunoglobulinas se pueden asignar a diferentes clases o isotipos. Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgA,
IgD, IgE, IgG, e IgM, que tienen cadenas pesadas denominadas alfa (a), delta (&), épsilon (€), gamma (y) y mu (u),
respectivamente. Las clases y y a se dividen adicionalmente en subclases basandose en diferencias relativamente
minoritarias en la secuencia y la funcion de Cy, p. €j., los seres humanos expresan las siguientes subclases: 1gG1,
19G2, 1gG3, 1gG4, IgA1, y IgA2.

El término "variable" hace referencia al hecho de que ciertos segmentos de los dominios V difieren
considerablemente en la secuencia entre anticuerpos. El dominio V media la unién al antigeno y define la
especificidad de un anticuerpo concreto para su antigeno concreto. Sin embargo, la variabilidad no esta
uniformemente distribuida en el tramo de 110 aminoacidos de los dominios variables. En lugar de eso, las regiones
V consisten en tramos relativamente invariables denominados regiones marco (FR) de 15-30 aminoacidos
separados por regiones mas cortas de variabilidad extrema denominadas "regiones hipervariables" que tienen cada
una 9-12 aminoacidos de longitud. Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden
cada uno cuatro FR, que adoptan en gran medida una configuracién en lamina 3, conectadas por tres regiones
hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura en lamina . Las
regiones hipervariables de cada cadena se mantienen juntas en intima proximidad por medio de las FR y, con las
regiones marco de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, pero muestran diversas funciones efectoras, tales como la participaciéon del anticuerpo en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

El término "region hipervariable" cuando se utiliza en la presente memoria hace referencia a los residuos de
aminoacido de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La regidn hipervariable comprende
generalmente residuos de aminoacido de una "region determinante de la complementariedad" o "CDR" (p. €j., en
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torno a aproximadamente los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el V|, y en torno a aproximadamente
31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el V4 cuando se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, Md. (1991)); y/o aquellos residuos de un "bucle hipervariable" (p. €j., los residuos 24-34 (L1),
50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el Vi, y 26-32 (H1), 52-56 (H2) y 95-101 (H3) en el V4 cuando se numeran de acuerdo
con el sistema de numeracion de Chothia; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)); y/o aquellos residuos
de un "bucle hipervariable"/CDR (p. €j., los residuos 27-38 (L1), 56-65 (L2) y 105-120 (L3) en el V, y 27-38 (H1), 56-
65 (H2) y 105-120 (H3) en el V4 cuando se numeran de acuerdo con el sistema de numeraciéon IMGT; Lefranc, M.P.
et al. Nucl. Acids Res. 27:209-212 (1999), Ruiz, M. et al. Nucl. Acids Res. 28:219-221 (2000)). Opcionalmente el
anticuerpo tiene inserciones asimétricas en uno o mas de los siguientes puntos 28, 36 (L1), 63, 74-75 (L2) y 123 (L3)
enel Vi, y 28, 36 (H1), 63, 74-75 (H2) y 123 (H3) en el V4 cuando se numeran de acuerdo con AHo; Honneger, A.
and Plunkthun, A. J. Mol. Biol. 309:657-670 (2001)).

Por "residuo de acido nucleico de la linea germinal" se quiere significar el residuo de acido nucleico que existe
naturalmente en un gen de la linea germinal que codifica una regién constante o variable. "Gen de la linea germinal”
es el ADN encontrado en una célula germinal (es decir, una célula destinada a convertirse en un évulo o en un
espermatozoide). Una "mutacion de la linea germinal" hace referencia a un cambio hereditario en un ADN concreto
que se ha producido en una célula germinal o en el cigoto en la fase de una sola célula, y cuando se transmite a un
vastago, dicha mutacién se incorpora a cada célula del organismo. Una mutacion de la linea germinal contrasta con
una mutacion somatica que es adquirida por una sola célula del organismo. En algunos casos, los nucleotidos de
una secuencia de ADN de la linea germinal que codifica una regién variable son mutados (es decir, una mutacion
somatica) y sustituidos por un nucleétido diferente.

El término "anticuerpo monoclonal” segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a un anticuerpo obtenido
de una poblacidon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones que se producen de forma natural que
pueden estar presentes en cantidades minoritarias. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
estando dirigidos a un unico sitio antigénico. Ademas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos
policlonales que incluyen diferentes anticuerpos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal esta dirigido contra un Unico determinante del antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales tienen la ventaja de que pueden ser sintetizados sin estar contaminados por otros anticuerpos. No se
debe considerar que el modificador "monoclonal" requiera la producciéon del anticuerpo mediante algun método
concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales utiles en la presente invencion se pueden preparar mediante la
metodologia del hibridoma descrita por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o se pueden preparar
utilizando métodos de ADN recombinante en células bacterianas, eucariéticas o vegetales (véase, p. €j., la Patente
de los Estados Unidos Num. 4.816.567). Los "anticuerpo monoclonales" también se pueden aislar de genotecas de
anticuerpos en fagos utilizando las técnicas descritas por Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al.,
J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria incluyen "anticuerpos quiméricos" en los que una porcion de
la cadena pesada y/o ligera es idéntica y homdloga a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados
de una especie concreta o pertenecientes a un clase o subclase de anticuerpo concreta, mientras el resto de la
cadena o las cadenas son idénticas u homélogas a las correspondientes secuencias en los anticuerpos derivados de
otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de tales anticuerpos,
siempre que muestren la actividad biolégica deseada (véanse la Patente de los Estados Unidos Num. 4.816.567; y
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). La presente descripciéon proporciona secuencias
de union al antigeno en el dominio variable derivadas de anticuerpos humanos. Por consiguiente, los anticuerpos
quiméricos de principal interés en la presente memoria incluyen anticuerpos que tienen una o mas secuencias de
unién al antigeno humanas (p. gj., CDR) y que contienen una o mas secuencias derivadas de un anticuerpo no
humano, p. gj., una secuencia de FR o de la regidon C. Ademas, los anticuerpos quiméricos de principal interés en la
presente memoria incluyen aquellos que comprenden una secuencia de union al antigeno en el dominio variable
humano de una clase o subclase de anticuerpo y otra secuencia, p. ej., secuencia de FR o de la region C, derivada
de otra clase o subclase de anticuerpo. Los anticuerpos quiméricos de interés en la presente memoria también
incluyen aquellos que contienen secuencias de unidn al anfigeno en el dominio variable relacionadas con las
descritas en la presente memoria o derivadas de una especie diferente, tal como un primate no humano (p. ej., Mono
del Viejo Mundo, Simio, etc). Los anticuerpos quiméricos también incluyen anticuerpos primatizados y humanizados.

Ademas, los anticuerpos quiméricos pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o
en el anticuerpo donador. Estas modificaciones se realizan para perfeccionar adicionalmente el funcionamiento del
anticuerpo. Para mas detalles, véanse Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-
329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Generalmente se considera que un "anticuerpo humanizado" es un anticuerpo humano que tiene uno o mas residuos
de aminoacido introducidos en él de una fuente que no es humana. Estos residuos de aminoacido no humanos son
referidos a menudo como residuos "importados", que se toman tipicamente de un dominio variable "importado”. La
humanizacion se realiza tradicionalmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536
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(1988)), sustituyendo por secuencias de la region hipervariable importada las correspondientes secuencias de un
anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente de los
Estados Unidos Num. 4.816.567) en donde se ha sustituido por la correspondiente secuencia de una especie no
humana sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que contiene solamente secuencias presentes en un anticuerpo producido
naturalmente por un ser humano. Sin embargo, segun se utiliza en la presente memoria, los anticuerpos humanos
pueden comprender residuos o modificaciones no encontrados en un anticuerpo humano de origen natural,
incluyendo aquellas modificaciones y secuencias variantes descritas en la presente memoria. Estas se realizan
tipicamente para perfeccionar o intensificar adicionalmente el funcionamiento del anticuerpo.

Un anticuerpo "intacto" es aquel que comprende un sitio de unién a antigeno asi como un dominio C_ y al menos los
dominios constantes de la cadena pesada, Cy 1, C4 2 y Cy 3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constante de la secuencia nativa (p. ej., dominios constantes de la secuencia nativa humana) o una secuencia de
aminoacidos variante de la misma. Preferiblemente, el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Un "fragmento de anticuerpo” comprende una porcién de un anticuerpo intacto, preferiblemente la regiéon de union al
antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de los fragmentos de anticuerpos incluyen los fragmentos
Fab, Fab', F(ab')z, y Fv; los diacuerpos; los anticuerpos lineales (véase la Patente de los Estados Unidos Num.
5.641.870; Zapata et al., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); las moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y
los anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

La expresion "fragmento o analogo funcional” de un anticuerpo es un compuesto que tiene una actividad biolégica
cualitativa en comun con un anticuerpo completo. Por ejemplo, un fragmento o analogo funcional de un anticuerpo
anti-IgE es el que se puede unir a una inmunoglobulina IgE de tal manera que evita o reduce sustancialmente la
idoneidad de dicha molécula para tener la capacidad de unirse al receptor de alta afinidad, Fc:RI.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unién al antigeno idénticos, denominados
fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc" residual, una designacion que refleja la capacidad para cristalizar faciimente.
El fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el dominio de la region variable de la cadena H (Vy),
y el primer dominio constante de una cadena pesada (Cy 1). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la
union al antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de unién a antigeno. El tratamiento con pepsina de un anticuerpo
produce un Unico fragmento grande F(ab'); que corresponde mas o menos a dos fragmentos Fab conectados por
disulfuro que tienen una actividad de unién al antigeno divalente y todavia son capaces de presentar reaccion
cruzada con el antigeno. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por tener unos pocos residuos mas en
el extremo carboxi del dominio Cy 1 incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es
la denominacion en la presente memoria para un Fab' en el que el residuo o los residuos de cisteina de los dominios
constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab'), originalmente fueron producidos como
pares de fragmentos Fab' que tenian cisteinas de la bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos
quimicos de fragmentos de anticuerpo.

El fragmento "Fc" comprende las porciones carboxi terminales de ambas cadenas H mantenidas juntas por
disulfuros. Las funciones efectoras de los anticuerpos se determinan por medio de las secuencias de la regién Fc,
cuya region es también la parte reconocida por los receptores de Fc (FCR) encontrados en ciertos tipos de células.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y union al antigeno completo.
Este fragmento consiste en un dimero de un dominio de la regién variable de una cadena pesada y una ligera en
asociacion intima, no covalente. A partir del plegamiento de estos dos dominios surgen seis bucles hipervariables
(tres bucles de cada cadena H y L) que aportan los residuos de aminoacido para la union al antigeno y confieren al
anticuerpo la especificidad de unién al antigeno. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv
que comprende solamente tres CDR especificas para el antigeno) tiene la capacidad de reconocer el antigeno y
unirse a él, aunque con una afinidad menor que el sitio de unién completo.

Los "Fv de cadena sencilla" también abreviados como "sFv" o "scFv" son fragmentos de anticuerpo que comprenden
los dominios del anticuerpo V4 y Vi conectados en una Unica cadena polipeptidica. Preferiblemente, el polipéptido
sFv comprende adicionalmente un conector polipeptidico entre los dominios Vy y Vi que permite que sFv forme la
estructura deseada para la union al antigeno. Para una revisiéon de sFv, véanse Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moorc eds., Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994);
Borrebaeck 1995, mas abajo.

El término "diacuerpos" hace referencia a pequefios fragmentos de anticuerpos preparados construyendo
fragmentos sFv (véase el parrafo anterior) con conectores cortos (aproximadamente 5-10 residuos) entre los
dominios V4 y Vi de manera que se logra un emparejamiento intercatenario pero no intracatenario de los dominios
V, dando como resultado un fragmento bivalente, es decir, un fragmento que tiene dos sitios de unién a antigenos.
Los diacuerpos biespecificos son heterodimeros de dos fragmentos sFv "entrecruzados" en los cuales los dominios
Vu y Vi de los dos anticuerpos estan presentes en diferentes cadenas polipeptidicas. Los diacuerpos se describen
con mas detalle, por ejemplo, en la Patente Europea EP Num. 404.097; el documento WO 93/11161; y Hollinger et
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al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Segun se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo que se "internaliza" es uno que es absorbido por (es decir,
entra en) la célula tras la unién a un antigeno en una célula de mamifero (p. €j., un polipéptido o receptor de la
superficie celular). El anticuerpo internalizante incluird por supuesto fragmentos de anticuerpos, anticuerpos
humanos o quiméricos, y productos conjugados de anticuerpos. Para ciertas aplicaciones terapéuticas, se contempla
la internalizacién in vivo. El numero de moléculas de anticuerpo internalizadas sera suficiente o adecuado para
destruir una célula o inhibir su crecimiento, especialmente una célula infectada. Dependiendo de la potencia del
anticuerpo o producto conjugado de anticuerpo, en algunos casos, la absorcion de una Unica molécula de anticuerpo
en la célula es suficiente para destruir la célula diana a la cual se une el anticuerpo. Por ejemplo, algunas toxinas
son altamente potentes en la destruccion, de manera que la internalizacién de una molécula de la toxina conjugada
con el anticuerpo es suficiente para destruir la célula infectada.

Segun se utiliza en la presente memoria, se dice que un anticuerpo es "inmunospecifico”, "especifico para" o "se une
especificamente a" un antigeno si éste reacciona a un nivel detectable con el antigeno, preferiblemente con una
constante de afinidad, K,, mayor o |gual a aproximadamente 10°M™", o mayor o |gual a aproxmadamente 10° M
mayor o igual a aproximadamente 10° M™ , mayor o igual a aproxmadamente 10'M™", o mayor o igual a 102 M™ La
afinidad de un anticuerpo por su antigeno cognado también es expresada comunmente en forma de una constante
de disociaciont Kp, y en algunas reahzamones el anticuerpo para HuM2e se une espemﬁcamente a M2e si éste se
une con una Kp menor de o igual a 10* M, menor de o igual a aprOX|madamente 10° M, menor de o igual a
aproximadamente 10® M, menor de o igual a 10”7 M, 0 menor de o igual a 10® M. Las afinidades de los anticuerpos
se pueden determinar facilmente utilizando mecanismos convencionales, por ejemplo, los descritos por Scatchard et
al. (Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 51:660 (1949)).

Las propiedades de union de un anticuerpo a sus antigenos, células o tejidos se pueden determinar y evaluar
generalmente utilizando métodos de inmunodeteccion que incluyen, por ejemplo, analisis basados en
inmunofluorescencia, tales como inmuno-histoquimica (IHC) y/o clasificacién celular activada por fluorescencia
(FACS).

Un anticuerpo que tiene una "caracteristica biolégica" de un anticuerpo sefialado es uno que posee una o mas de las
caracteristicas bioldgicas de ese anticuerpo que lo distingue de otros anticuerpos. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un anticuerpo con una caracteristica bioldégica de un anticuerpo sefialado se unira al mismo epitopo
que se une el anticuerpo sefalado y/o tendra una funcién efectora comun con el anticuerpo sefialado.

El término anticuerpo "antagonista" se utiliza en el sentido mas amplio, e incluye un anticuerpo que bloquea, inhibe o
neutraliza parcialmente o totalmente una actividad biolégica de un epitopo, polipéptido, o célula al que se une
especificamente. Los métodos para identificar anticuerpos antagonistas pueden comprender poner en contacto un
polipéptido o célula unidos especificamente por un anticuerpo antagonista candidato con el anticuerpo antagonista
candidato y medir un cambio detectable en una o mas actividades biolégicas asociadas normalmente con el
polipéptido o célula.

Un "anticuerpo que inhibe el crecimiento de células infectadas" o un "anticuerpo inhibidor del crecimiento" es uno
que se une y da como resultado una inhibicién medible del crecimiento de las células infectadas que expresan o son
capaces de expresar un epitopo M2e unido por un anticuerpo. Los anticuerpos inhibidores del crecimiento preferidos
inhiben el crecimiento de las células infectadas en mas de 20%, preferiblemente de aproximadamente 20% a
aproximadamente 50%, e incluso mas preferiblemente, en mas de 50% (p. ej., de aproximadamente 50% a
aproximadamente 100%) en comparacion con el control apropiado, siendo tipicamente el control células infectadas
no tratadas con el anticuerpo que se esta sometiendo a ensayo. La inhibicion del crecimiento se puede medir a una
concentracion de anticuerpo de aproximadamente 0,1 a 30 yg/ml o de aproximadamente 0,5 nM a 200 nM en cultivo
celular, donde la inhibicién del crecimiento se determina 1-10 dias después de la exposicién de las células
infectadas al anticuerpo. La inhibicion del crecimiento de las células infectadas in vivo se puede determinar de
diferentes maneras conocidas en la técnica. El anticuerpo es inhibidor del crecimiento in vivo si la administracién del
anticuerpo de aproximadamente 1 pug/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal produce una reduccion del
porcentaje de células infectadas o del numero total de células infectadas en aproximadamente 5 dias a 3 meses
desde la primera administracion del anticuerpo, y preferiblemente en aproximadamente 5 a 30 dias.

Un anticuerpo que "induce apoptosis" es uno que induce la muerte celular programada determinada por la union de
la anexina V, la fragmentacion del ADN, la contraccion celular, la dilatacion del reticulo endoplasmico, la
fragmentacion celular, y/o la formacién de vesiculas de membrana (denominadas cuerpos apoptdticos).
Preferiblemente la célula es una célula infectada. Se encuentran disponibles diferentes métodos para evaluar los
eventos celulares asociados con la apoptosis. Por ejemplo, se puede medir la translocacion de la fosfatidil serina
(PS) por medio de la unién de la anexina; se puede evaluar la fragmentacion del ADN por medio del escalonamiento
del ADN; y la condensacion nuclear/cromatina junto con la fragmentacién del ADN se pueden evaluar por medio del
incremento en las células hipodiploides. Preferiblemente, el anticuerpo que induce la apoptosis es el que da como
resultado una induccién de la union de anexina de aproximadamente de 2 a 50 veces, preferiblemente
aproximadamente de 5 a 50 veces, y lo mas preferiblemente aproximadamente de 10 a 50 veces, con respecto a
una célula no tratada en un analisis de unién de anexina.
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Las "funciones efectoras" de un anticuerpo hacen referencia a aquellas actividades biologicas atribuibles a la region
Fc (una regiéon Fc de una secuencia nativa o una region Fc variante de una secuencia de aminoacidos) de un
anticuerpo, y varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de las funciones efectoras de los anticuerpos
incluyen: la unién Clq y la citotoxicidad dependiente del complemento; la unién al receptor de Fc; la citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC); la fagocitosis; la regulacion a la baja de los receptores de
la superficie celular (p. ej., receptor de células B); y la activacion de células B.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o "ADCC" hace referencia a una forma de
citotoxicidad en la cual la Ig secretada unida a los receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotoxicas (p.
ej., células Asesinas Naturales (NK), neutrofilos, y macrofagos) permite que estas células efectoras citotoxicas se
unan especificamente a una célula diana portadora de antigenos y con posterioridad destruyan la célula diana con
citotoxinas. Los anticuerpos "arman" las células citotdxicas y son necesarios para dicha destruccion. Las células
primarias para mediar la ADCC, las células NK, expresan solamente FcyRIll, mientras los monocitos expresan
FcyRI, FcyRIl 'y FeyRIIl. La expresién de FcR sobre células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la pagina
464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad ADCC de una molécula de
interés, se puede llevar a cabo un analisis de ADCC in vitro, tal como el que se describe en la Patente de los
Estados Unidos Num. 5.500.362 o la Patente de los Estados Unidos Num. 5.821.337. Las células efectoras utiles
para tales analisis incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células Asesinas naturales (NK).
Alternativamente, o adicionalmente, se puede evaluar la actividad ADCC de la molécula de interés in vivo, p. €j., en
un modelo animal tal como el descrito por Clynes et al., en PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

El "receptor de Fc" o "FcR" describe un receptor que se une a la regién Fc de un anticuerpo. En ciertas
realizaciones, el FcR es un FcR humano de secuencia nativa. Por otra parte, un FcR preferido es aquel que se une a
un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl, y FcyRIll, incluyendo
variantes alélicas y alternativamente formas empalmadas de estos receptores. Los receptores FCyRII incluyen
FcyRIA (un "receptor activador") y FcyRIIB (un "receptor inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos
similares que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de los mismos. El receptor activador FcyRIIA
contiene un motivo de activacion de inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmico. El
receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de inhibicion de inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) en su
dominio citoplasmico. (véase la revision M. in Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcR han sido
revisados por Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Inmunomethods 4:25-34 (1994); y
de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otros FcR, incluyendo aquellos que se vayan a identificar en el
futuro, estan incluidos en el término "FcR" en la presente memoria. El término también incluye el receptor neonatal,
FcRn, que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976)
and Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)).

Las "células efectoras humanas" son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras.
Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIll y realizan la funcién efectora ADCC. Los ejemplos de
leucocitos humanos que median la ADCC incluyen PBMC, células NK, monocitos, células T citotdxicas y neutrdfilos;
siendo preferidas las PBMC y las células NK. Las células efectoras se pueden aislar de una fuente nativa, p. gj., de
sangre.

La "citotoxicidad dependiente del complemento” o "CDC" hace referencia a la lisis de una célula diana en presencia
de complemento. La activacién de la ruta clasica del complemento se inicia por la unién del primer componente del
sistema del complemento (Clq) a los anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen a su antigeno cognado.
Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar una analisis de CDC, p. ej., como describen Gazzano-
Santoro et al., en J. Immunol. Methods 202:163 (1996).

Los términos "influenza A" y "virus de Influenza A" hacen referencia a un género de la familia de virus
Orthomyxoviridae. El virus de Influenza A incluye solamente una especie: el virus de influenza A que causa la
influenza en aves, seres humanos, cerdos, y caballos. Se han aislado cepas de todos los subtipos del virus de
influenza A de aves silvestres, aunque la enfermedad es poco comun. Algunos productos aislados del virus de
influenza A causan una enfermedad grave tanto en la volateria doméstica, como, raramente, en seres humanos.

Un "mamifero" para el tratamiento de una infecciéon, hace referencia a cualquier mamifero, incluyendo seres
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zooldgicos, de deporte, 0 mascotas, tales como perros,
gatos, ganado vacuno, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc. Preferiblemente, el mamifero es un ser
humano.

"Tratar" o "tratamiento" o "alivio" hacen referencia tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas; donde el objeto es prevenir o ralentizar (atenuar) el estado patolégico o trastorno elegido como diana.
Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno asi a aquellos propensos a tener el
trastorno o aquellos en los que se va a prevenir el trastorno. Un sujeto o mamifero se "trata" satisfactoriamente
contra una infeccién si, después de recibir una cantidad terapéutica de un anticuerpo de acuerdo con los métodos de
la presente invencion, el paciente muestra una reduccion observable y/o medible en ausencia de uno o mas de los
siguientes: reduccion en el numero células infectadas o ausencia de células infectadas; reduccién en el porcentaje
de células totales que estan infectadas; y/o alivio en cierta medida en uno o mas de los sintomas asociados con la
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infeccion especifica; reduccidon de la morbidez y la mortalidad, y mejora en cuestiones de la calidad de vida. Los
parametros anteriores para evaluar el tratamiento satisfactorio y la mejora en la enfermedad son facilmente medibles
mediante procedimientos rutinarios familiares para un médico.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" hace referencia a una cantidad de un anticuerpo o farmaco eficaz para
"tratar" una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. Véase la definicién de "tratamiento™ anterior.

Administracién "crénica" hace referencia a la administracién del agente o los agentes de un modo continuo en
oposicion a un modo agudo, con el fin de mantener el efecto terapéutico inicial (actividad) durante un periodo de
tiempo prolongado. La administracion "intermitente" es el tratamiento que no se realiza de manera consecutiva sin
interrupcion, si no con una naturaleza ciclica.

Las administracion "combinada con" uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
simultanea (concomitante) y sucesiva en cualquier orden.

"Portadores" segun se utiliza en la presente memoria incluye portadores, excipientes, o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables que no son téxicos para la célula o el animal que estan siendo expuesto a ellos a las
dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo el portador fisiolégicamente aceptable es una solucion
acuosa con el pH tamponado. Los ejemplos de los portadores fisiolégicamente aceptables incluyen tampones tales
como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico; polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparragina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA,; alcoholes de azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™, polietilenglicol (PEG), y
PLURONICS™,

El término "agente citotoxico " segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a una sustancia que inhibe o
evita la funcién de las células y/o causa la destruccion de las células. Se pretende que el término incluya isétopos
radiactivos (p. e, A", 1" 12, Y Re'® Re'® sm' Bi*'2, P*? e isotopos radiactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos p. ej., metotrexato, adriamicina, alcaloides de vinca (vincristina, vinblastina, etopdsido),
doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros agentes intercalantes, enzimas y sus
fragmentos tales como enzimas nucleoliticas, antibidticos, y toxinas tales como toxinas de molécula pequeia o
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o
variantes de los mismos, y los diferentes agentes antitumorales o anticancerosos descritos mas abajo. Otros
agentes citotdxicos se describen mas abajo.

Cuando se utiliza "agente inhibidor del crecimiento" en la presente memoria hace referencia a un compuesto o una
composicion que inhibe el crecimiento de una célula, ya sea in vitro o in vivo. Los ejemplos de los agentes
inhibidores del crecimiento incluyen agentes que bloquean el progreso del ciclo celular, tales como los agentes que
inducen la parada de G1 y la parada en la fase M. Los bloqueadores clasicos de la fase M incluyen los alcaloides de
vinca (vincristina, vinorelbina y vinblastina), los taxanos, y los inhibidores de topoisomerasa Il tales como
doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etopdsido, y bleomicina. Aquellos agentes que detienen G1 también se
extienden a la parada de la fase S, por ejemplo, los agentes alquilantes de ADN tales como el tamoxifeno, la
prednisona, la dacarbazina, mecloretamina, el cisplatino, el metotrexato, el 5-fluorouracilo, y la ara-C. Se puede
encontrar informacion adicional en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo 1, titulado
"Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" de Murakami et al. (W B Saunders: Philadelphia, 1995),
especialmente pag. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son farmacos anticancerosos derivados ambos del tejo.
El docetaxel (TAXOTERE™, Rhone-Poulenc Rorer), derivado del tejo Europeo, es un analogo semisintético del
paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). El paclitaxel y el docetaxel promueven el ensamblaje de microtiubulos de
los dimeros de tubulina y estabilizan los microtubulos evitando la despolimerizacién, lo que da como resultado la
inhibicion de la mitosis en las células.

"Marca" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a un compuesto o composiciéon detectable que
estan conjugados directamente o indirectamente con el anticuerpo con el fin de generar un anticuerpo "marcado". La
marca puede ser detectable por si misma (p. ej., marcas de radioisétopo o marcas fluorescentes) o, en el caso de un
marca enzimatica, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o una composicidon sustrato que sea
detectable.

El término "epitopo etiquetado” segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a un polipéptido quimérico
que comprende un polipéptido fusionado a un "polipéptido etiqueta" El polipéptido etiqueta tiene suficientes residuos
para proporcionar un epitopo contra el cual se puede elaborar un anticuerpo, aunque es suficientemente corto de
manera que no interfiere en la actividad del polipéptido al cual esta fusionado. El polipéptido etiqueta también es
preferiblemente absolutamente Unico de manera que el anticuerpo no presenta sustancialmente reaccién cruzada
con otros epitopos. Generalmente los polipéptidos etiqueta adecuados tienen al menos seis residuos de aminoacido
y normalmente entre aproximadamente 8 y 50 residuos de aminoacido (preferiblemente, entre aproximadamente 10
y 20 residuos de aminoacido).
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Una "molécula pequefia" se define en la presente memoria por tener un peso molecular por debajo de
aproximadamente 500 Daltons.

Los términos "acido nucleico”" y "polinucleétido” se utilizan indistintamente en la presente memoria para hacer
referencia a polimeros de ARN, ADN o mixtos de cadena sencilla o doble. Los polinucleétidos pueden incluir
secuencias gendmicas, extra-gendémicas y plasmidicas, y segmentos génicos disefiados mas pequefios que
expresan, o se pueden adaptar para que expresen polipéptidos.

Un "acido nucleico aislado" es un acido nucleico que esta sustancialmente separado de otras secuencias de ADN
del genoma asi como proteinas o complejos tales como ribosomas y polimerasas, que acompafan naturalmente a
una secuencia nativa. El término incluye una secuencia de acido nucleico que ha sido retirada de su entorno natural,
e incluye productos aislados de ADN recombinantes o clonados y analogos sintetizados quimicamente o analogos
sintetizados biolégicamente por sistemas heterélogos. Un acido nucleico sustancialmente puro incluye formas
aisladas del acido nucleico. Por supuesto, esto hace referencia al acido nucleico aislado originalmente y no excluye
genes o secuencias afiadidas mas tarde al 4cido nucleico aislado por la mano del hombre.

El término "polipéptido” se utiliza con su significado convencional, es decir, como una secuencia de aminoacidos.
Los polipéptidos no estan limitados a una longitud especifica del producto. Los péptidos, oligopéptidos, y proteinas
estan incluidos en la definicién de polipéptido, y tales términos se pueden utilizar indistintamente en la presente
memoria a menos que se indique especificamente de otro modo. Este término no hace referencia, ni excluye
modificaciones posteriores a la expresién del polipéptido, por ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y
similares, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como de origen no natural.
Un polipéptido puede ser una proteina completa, o una subsecuencia de la misma. Los polipéptidos particulares de
interés en el contexto de esta invencién son subsecuencias de aminoacidos que comprenden CDR y que son
capaces de unirse a un antigeno o célula infectada por Influenza A.

Un "polipéptido aislado" es el que ha sido identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
entorno natural. En realizaciones preferidas, el polipéptido aislado se purificara (1) mas de 95% en peso del
polipéptido determinado mediante el método de Lowry, y lo mas preferiblemente mas 99% en peso, (2) en un grado
suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso
de un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras
y no reductoras utilizando azul de Coomassie, o preferiblemente, tinciéon con plata. Un polipéptido aislado incluye el
polipéptido in situ en células recombinantes ya que al menos un componente del entorno natural del polipéptido no
estara presente. Habitualmente, sin embargo, el polipéptido aislado se preparard mediante al menos una etapa de
purificacion.

Un polinucledtido de "secuencia nativa" es aquel que tiene la misma secuencia de nucleétidos que un polinucleétido
obtenido de la naturaleza. Un polipéptido de "secuencia nativa" es aquel que tiene la misma secuencia de
aminoacidos que un polipéptido (p. ej., anticuerpo) obtenido de la naturaleza (p. ej., de cualquier especie). Dichos
polinucledtidos y polipéptidos de secuencia nativa pueden ser aislados de la naturaleza o puede ser producidos
mediante métodos recombinantes o sintéticos.

Una "variante" de polinucleétido, segun se utiliza el término en la presente memoria, es un polinucleétido que difiere
tipicamente de un polinucleétido descrito especificamente en la presente memoria en una o mas sustituciones,
deleciones, adiciones y/o inserciones. Dichas variantes pueden ser de origen natural o pueden ser generadas
sintéticamente, por ejemplo, modificando una o mas de las secuencias de polinucleétido de la invencién y evaluando
una o mas actividades bioldgicas del polipéptido codificado como se describe en la presente memoria y/o utilizando
cualquiera de los numerosos mecanismos bien conocidos en la técnica.

Una "variante" de polipéptido, seguin se utiliza el término en la presente memoria, es un polipéptido que difiere
tipicamente de un polipéptido descrito especificamente en la presente memoria en una o mas sustituciones,
deleciones, adiciones y/o inserciones. Tales variantes pueden ser de origen natural o pueden ser generadas
sintéticamente, por ejemplo, modificando una o mas de las secuencias de polipéptidos anteriores de la invencién y
evaluando una o mas actividades bioldgicas del polipéptido como se describe en la presente memoria y/o utilizando
cualquiera de los numerosos mecanismos bien conocidos en la técnica.

Se pueden realizar modificaciones en la estructura de los polinucleétidos y polipéptidos de la presente invencion y
obtener todavia una molécula funcional que codifica un polipéptido variante o derivado con caracteristicas
deseables. Cuando se desea alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido para crear un equivalente, o
incluso una variante o porcién mejoradas de un polipéptido de la invencion, un experto en la técnica cambiara
tipicamente uno o mas de los codones de la secuencia de ADN codificante.

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos en una estructura de proteina sin
una pérdida apreciable en su capacidad para unirse a otros polipéptidos (p. €j., antigenos) o células. Puesto que es
la capacidad de unién y la naturaleza de una proteina la que define la actividad funcional biolégica de una proteina,
se pueden realizar ciertas sustituciones en la secuencia de aminoacidos en una secuencia de proteina, y, por
supuesto, su secuencia codificante de ADN subyacente, y sin embargo obtener una proteina con propiedades
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similares. De este modo se contempla que se pueden realizar diferentes cambios en las secuencias peptidicas de
las composiciones descritas, las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos péptidos sin una pérdida
apreciable de su utilidad o actividad biolégica.

En muchos casos, una variante de polipéptido contendra una o mas sustituciones conservativas. Una "sustitucion
conservativa" es aquella en la que un aminoacido es sustituido por otro aminoacido que tiene propiedades similares,
de manera que un experto en la técnica de la quimica de péptidos esperaria que la estructura secundaria y la
naturaleza hidropatica del polipéptido quedaran sustancialmente inalteradas.

Al realizar dichos cambios, se puede considerar el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del indice
hidropatico de los aminoacidos al conferir una funcién bioldgica interactiva a una proteina es generalmente conocida
en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982). Se admite que el caracter hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la
estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez define la interaccion de la proteina con otras moléculas,
por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, y similares. A cada aminoécido se le ha
asignado un indice hidropatico basandose en sus caracteristicas de hidrofobia y carga (Kyte y Doolittle, 1982). Estos
valores son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina
(+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6);
histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparragina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Se sabe en la técnica que ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos que tienen un indice
hidropatico o puntuacion similares y todavia dar como resultado una proteina con una actividad biolégica similar, es
decir todavia obtener una proteina con una funcionalidad biolégica equivalente. Al realizar tales cambios, se prefiere
la sustitucién de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan en + 2, son particularmente preferidos aquellos que
estan en + 1, y son incluso particularmente preferidos aquellos que estan en + 0,5. También se entiende en la
técnica que la sustitucion de aminoacidos similares se puede realizar eficazmente basandose en la hidrofilia. En la
Patente de los Estados Unidos 4.554.101 se establece que la mayor hidrofilia media local de una proteina,
determinada por la hidrofobia de sus aminoacidos adyacentes, se corresponde con una propiedad bioldgica de la
proteina.

Como se detalla en la Patente de los Estados Unidos 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilia
a los residuos de aminoacido: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3);
asparragina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5);
cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5);
triptéfano (-3,4). Se entiende que un aminoacido se puede sustituir por otro que tenga un valor de hidrofilia similar y
todavia tener una proteina biolégicamente equivalente, y en particular, una proteina inmunolégicamente equivalente.
En tales cambios, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia estdn en = 2, son
particularmente preferidos aquellos que estan en + 1, e incluso son mas particularmente preferidos aquellos que
estan en £ 0,5.

Como se ha esbozado mas arriba, las sustituciones de aminoacidos se basan generalmente en la similitud relativa
de los sustituyentes de las cadenas laterales de los aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga,
tamafo, y similares. Las sustituciones ilustrativas que tienen en consideracion las diferentes caracteristicas
precedentes son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato;
serina y treonina; glutamina y asparragina; y valina, leucina e isoleucina.

Las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar adicionalmente basandose en la similitud en la polaridad, la
carga, la solubilidad, la hidrofobia, la hidrofilia, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos. Por ejemplo, los
aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico; los aminoacidos cargados
positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polar no cargada que tienen
valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina y valina; glicina y alanina; asparragina y glutamina; y
serina, treonina, fenilalanina y tirosina. Otros grupos de aminoacidos que puede representar cambios conservativos
incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gIn, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg,
his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante también puede contener, o alternativamente contiene, cambios no
conservativos. En una realizacion preferida, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por la
sustitucion, delecion o adicién de cinco aminoacidos o menos. Las variantes también pueden estar (o
alternativamente estan) modificadas, por ejemplo, por la delecién o adicién de aminoacidos que tienen una influencia
minima en la inmunogenicidad, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido.

Los polipéptidos pueden comprender una secuencia sefial (o lider) en el extremo N-terminal de la proteina, que
dirige co-traduccionalmente o post-traduccionalmente la transferencia de la proteina. El polipéptido también puede
estar conjugado con un conector u otra secuencia para facilitar la sintesis, purificacion o identificacién del polipéptido
(p- ej., poli-His), o para potenciar la union del polipéptido a un soporte sélido. Por ejemplo, se puede conjugar un
polipéptido con una region Fc de una inmunoglobulina.

Cuando se comparan secuencias de polinucleétidos y polipéptidos, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la
secuencia de nucledtidos o aminoacidos de las dos secuencias son la misma cuando se alinean para una maxima
correspondencia, como se describe mas abajo. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan tipicamente
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comparando las secuencias a lo largo de una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales
de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacién" segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a
un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, normalmente de 30 a aproximadamente 75,
de 40 a aproximadamente 50, en la cual se puede comparar una secuencia con una secuencia de referencia del
mismo numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se hayan alineado 6ptimamente.

Se puede llevar a cabo el alineamiento 6ptimo de secuencias para su comparacién utilizando el programa Megalign
del grupo de soporte logico de bioinformatica Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI), empleando los pardmetros
por defecto. Este programa incorpora numerosos esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias:
Dayhoff, M.O. (1978) A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. En
Dayhoff, M.O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington
DC Vol. 5, Supl. 3, pags. 345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes pags. 626-645
Methods in Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M. (1989) CABIOS
5:151-153; Myers, E.W. y Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D. (1971) Comb. Theor 11:105; Santou, N.
Nes, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R. (1973) Numerical Taxonomy - the Principles
and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J. (1983) Proc.
Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730.

Alternativamente, el alineamiento 6ptimo de secuencias para su comparacion se puede llevar a cabo mediante el
algoritmo de identidad local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math 2:482, mediante el algoritmo de
alineamiento de identidad de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante la busqueda de métodos
de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones
computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA del Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
de similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que son descritos por Altschul et al. (1977) Nucl.
Acids Res. 25:3389-3402 y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. Se pueden utilizar
BLAST y BLAST 2.0, por ejemplo con los parametros descritos en la presente memoria, para determinar el
porcentaje de identidad de secuencia para los polinucleétidos y polipéptidos de la invencion. El soporte l6gico para
realizar los analisis BLAST se encuentra disponible al publico a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica.

En un ejemplo ilustrativo, se pueden calcular las puntuaciones cumulativas utilizando, para las secuencias de
nucleodtidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de residuos emparejados; siempre >0) y N
(puntuacion de penalizacion para residuos emparejados erréneamente; siempre <0). La extensién de los éxitos de la
palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuaciéon de alineamiento cumulativa cae en una cantidad X
desde su maximo valor alcanzado; la puntuacién cumulativa tiende a cero o menos, debido a la acumulacion de uno
0 mas alineamientos de residuos de puntuacion negativa; o se alcanza el extremo de cualquiera de las secuencias.
Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. EI
programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 11, y una
expectativa (E) de 10, y alineamientos con la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915), (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas
hebras.

Para las secuencias de aminoacidos, se puede utilizar una matriz de puntuacién para calcular la puntuacion
cumulativa. La extensién de los éxitos de palabra en cada direccién se detienen cuando: la puntuaciéon de
alineamiento cumulativa cae en una cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacion cumulativa tiende a
cero 0 menos, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de residuos de puntuacién negativa; o se
alcanza el extremo de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento.

En un enfoque, se termina el "porcentaje de identidad de la secuencia" comparando dos secuencias alineadas
Optimamente a lo largo de una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones, donde la porcion de la
secuencia de polinucledtidos o polipéptidos en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o
deleciones (es decir, espacios) de 20 por ciento o0 menos, normalmente de 5 a 15 por ciento, o de 10 a 12 por ciento,
en comparacion con las secuencias de referencia (Qque no comprenden adiciones o deleciones) para el alineamiento
optimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posiciones en las cuales existen
bases de acido nucleico o residuos de aminoacido idénticos en ambas secuencias para producir el numero de
posiciones emparejadas, dividiendo el numero de posiciones emparejadas por el numero total de posiciones en la
secuencia de referencia (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando los resultados por 100 para dar el
porcentaje de identidad de la secuencia.

"Homologia" hace referencia al porcentaje de residuos de la variante de la secuencia de polinucleétidos o
polipéptidos que son idénticos a la secuencia no variante después de alinear las secuencias e introducir espacios, si
fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de homologia. En realizaciones concretas, las variantes de
polinucledtidos y polipéptidos tienen una homologia de polinucleétidos o polipéptidos de al menos 70%, al menos
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75%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, o al menos 99% con un polinucledtido o
polipéptido descrito en la presente memoria.

"Vector" incluye vectores lanzadera y de expresion. Tipicamente, el constructo plasmidico también incluira un origen
de replicacion (p. ej., el origen de replicacion de ColE 1) y un marcador seleccionable (p. €j., resistencia a la
ampicilina o tetraciclina), para la replicacion y seleccion, respectivamente, de los plasmidos en bacterias. Un "vector
de expresiéon" hace referencia a un vector que contiene las secuencias de control o los elementos reguladores
necesarios para la expresion de los anticuerpos incluyendo un fragmento de anticuerpo de la invencién, en células
bacterianas o eucarioticas. Los vectores adecuados se describen mas abajo.

Segun se utiliza en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un",
"la" incluyen las referencias plurales a menos que el contenido dicte claramente lo contrario.

unall, Ilelll y

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo designado en la presente memoria como 8i10, 21B15, o 23K12.
Estos anticuerpos se unen preferentemente o se unen especificamente a células infectadas con influenza A en
comparacién con células de control no infectadas del mismo tipo celular.

En realizaciones concretas, los anticuerpos de la presente invencién se unen a la proteina M2. En ciertas
realizaciones, la presente invencién proporciona anticuerpos para HuM2e que se unen a epitopos de M2e que
solamente estan presentes en la conformacion nativa, es decir, como se expresan en las células. En realizaciones
concretas, estos anticuerpos no logran unirse especificamente a un polipéptido M2e aislado, p. €j., el fragmento de
M2e de 23 residuos de aminoacido. Se entiende que estos anticuerpos reconocen uno o varios epitopos no lineales
(es decir, conformacionales) del péptido M2.

Estos epitopos conformacionales especificos de la proteina M2, y particularmente de M2e, se pueden utilizar como
vacunas para prevenir el desarrollo de la infeccion por influenza en un sujeto.

Como comprendera un experto en la técnica, la descripcion general de los anticuerpos en la presente memoria y los
métodos para preparar y utilizar los mismos también se aplican a constituyentes polipeptidicos del anticuerpo
individuales y a fragmentos de anticuerpos.

Los anticuerpos de la presente invenciéon pueden ser anticuerpos policlonales o monoclonales. No obstante, en las
realizaciones preferidas, son monoclonales. Los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos totalmente
humanos. Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales son conocidos en la técnica y se
describen generalmente, p. €j., en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.824.780. Tipicamente, los anticuerpos
de la presente invencion se producen recombinantemente, utilizando vectores y métodos disponibles en la técnica,
como se describe adicionalmente mas abajo. También se pueden generar anticuerpos humanos por medio de
células B activadas in vitro (véanse las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.567.610 y 5.229.275).

También se pueden producir anticuerpos humanos en animales transgénicos (p. €j., ratones) que son capaces de
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina endégena.
Por ejemplo, se ha descrito que la delecion homocigota del gen de la region de ensamblaje de la cadena pesada del
anticuerpo (Ju) en ratones mutantes quiméricos y de la linea germinal produce una completa inhibicién de la
produccién de anticuerpo enddgeno. La transferencia de la matriz génica de inmunoglobulina de la linea germinal
humana a dichos ratones mutantes de la linea germinal da como resultado la produccién de anticuerpos humanos
tras la sensibilizacion con antigeno. Véanse, p. ej., Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993);
Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993); las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669 (todas de GenPharm); la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.545.807; y el documento WO 97/17852. Tales animales pueden ser disefiados genéticamente para producir
anticuerpos humanos que comprenden un polipéptido de la presente invencion.

Como se ha indicado mas arriba, los anticuerpos (o inmunoglobulinas) se pueden dividir en cinco clases diferentes,
basandose en las diferencias de las secuencias de aminoacidos en la regidén constante de las cadenas pesadas.
Todas las inmunoglobulinas de una clase dada tienen regiones constantes de la cadena pesada muy similares.
Estas diferencias pueden ser detectadas mediante estudios de secuencias 0 mas cominmente mediante métodos
seroldgicos (es decir mediante el uso de anticuerpos dirigidos a estas diferencias). Los anticuerpos, o fragmentos de
los mismos, de la presente invencion pueden ser de cualquier clase, y por lo tanto, pueden tener una cadena pesada
gamma, mu, alfa, delta, o épsilon. Una cadena gamma puede ser gamma 1, gamma 2, gamma 3, o gamma 4; y una
cadena alfa puede ser alfa 1 o alfa 2.

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la presente invencion, o un fragmento del mismo, es una IgG. Se
considera que la IgG es la inmunoglobulina mas versatil, debido a que es capaz de llevar a cabo todas las funciones
de las moléculas de inmunoglobulina. La IgG es la principal Ig en el suero, y la Unica clase de Ig que atraviesa la
placenta. La IgG también fija el complemento, aunque la subclase 1gG4 no lo hace. Los macréfagos, los monocitos,
los PMN vy algunos linfocitos tienen receptores de Fc para la regién Fc de la IgG. No todas las clases se unen igual
de bien; IgG2 e IgG4 no se unen a los receptores de Fc. Una consecuencia de la unidn a los receptores de Fc en los
PMN, los monocitos y los macréfagos es que la célula puede internalizar mejor ahora el antigeno. La IgG es una
opsonina que intensifica la fagocitosis. La unién de la IgG a los receptores de Fc sobre otros tipos de células da
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como resultado la activacion de otras funciones. Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser de cualquier
subclase de IgG.

En otra realizacion preferida, un anticuerpo, o fragmento del mismo, de la presente invencion es una IgE. La IgE es
la Ig menos comun en el suero puesto que se une muy intimamente a los receptores de Fc sobre los baséfilos y los
mastocitos incluso antes de interaccionar con el antigeno. Como consecuencia de su unién a baséfilos y mastocitos,
la IgE esta implicada en reacciones alérgicas. La union del alergeno a la IgE sobre las células da como resultado la
liberacion de diferentes mediadores farmacolégicos que producen sintomas alérgicos. La IgE también juega un
papel en las enfermedades por helmintos parasitos. Los eosindfilos tienen receptores de Fc para la IgE y la union de
los Eosindfilos a helmintos recubiertos con IgE da como resultado la destruccion del parasito. La IgE no fija el
complemento.

En diferentes realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion, y los fragmentos de los mismos, comprenden
una cadena ligera variable que es kappa o lambda. La cadena lambda puede ser de cualquier subtipo, incluyendo, p.
ej., lambda 1, lambda 2, lambda 3, y lambda 4.

Como se ha observado mas arriba, la presente invencion proporciona adicionalmente fragmentos de anticuerpo de
los anticuerpos de la presente invencion. En ciertas circunstancias existen ventajas por el uso de fragmentos de
anticuerpos, en lugar de anticuerpos completos. Por ejemplo, el tamafio mas pequefio de los fragmentos permite un
rapido aclaramiento, y puede conducir a un mejor acceso a ciertos tejidos, tales como tumores sélidos. Los ejemplos
de los fragmentos de anticuerpos incluyen: fragmentos Fab, Fab', F(ab'); y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales;
anticuerpos de cadena sencilla; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Se han desarrollado diferentes técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos
fragmentos fueron obtenidos por medio de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véanse, p. ej., Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)).
No obstante, estos fragmentos pueden ser producidos ahora directamente por células anfitrionas recombinantes.
Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y ScFv pueden ser expresados en y secretados todos a partir de E. coli,
permitiendo de este modo una facil produccion de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos Fab'-SH
pueden ser recuperados directamente de E. coli y acoplados quimicamente para formar fragmentos F(ab'), (Carter
et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, se pueden aislar fragmentos F(ab'),
directamente del cultivo de células anfitrionas recombinantes. Se describen fragmentos Fab y F(ab'), con una vida
media in vivo incrementada que comprenden residuos de un epitopo de unién a un receptor de recuperacion en la
Patente de los Estados Unidos Num. 5.869.046. Otros mecanismos para la produccion de fragmentos de
anticuerpos seran evidentes para el experto en la técnica.

En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv). Véanse el
documento WO 93/16185; las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.571.894; y 5.587.458. Fv y sFv son las
Unicas especies con sitios de combinacion intactos que estan desprovistas de regiones constantes. De este modo,
son adecuados para una unién no especifica reducida durante su uso in vivo. Se pueden construir proteinas de
fusion con sFv para ofrecer la fusion de una proteina efectora en cualquiera de los extremos amino o carboxi de un
sFv. Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, mas arriba. El fragmento de anticuerpo también puede ser un
"anticuerpo lineal", p. ej., como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.641.870 por ejemplo.
Dichos fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion son biespecificos o multiespecificos. Los
anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de union para al menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos ilustrativos se pueden unir a dos epitopos diferentes de un Unico antigeno.
Otros de tales anticuerpos pueden combinar un primer sitio de unién a antigeno con un sitio de unién para un
segundo antigeno. Alternativamente, se puede combinar un brazo anti-M2e con un brazo que se une a una molécula
activadora sobre un leucocito, tal como una molécula receptora de células T (p. ej., CD3), o receptores de Fc para
IgG (FcyR), tales como FcyR1 (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIIl (CD16), con el fin de centrar y localizar los
mecanismos de defensa celular para la célula infectada. También se pueden utilizar anticuerpos biespecificos para
localizar agentes citotoxicos para las células infectadas. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a M2e y un
brazo que se une al agente citotoxico (p. ej., saporina, anti-interferon-a, alcaloide de vinca, cadena de ricina A,
metotrexato o un hapteno de un is6topo radiactivo). Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar en forma de
anticuerpos completos o de fragmentos de anticuerpos (p. €j., anticuerpos biespecificos F(ab');). En el documento
WO 96/16673 se describe un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-FcyRIIl y en la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.837.234 se describe un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-FcyR1. Se muestra un anticuerpo
biespecifico anti-ErbB2/Fca en el documento W098/02463. La Patente de los Estados Unidos Num. 5.821.337
ilustra un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-CD3.

Los métodos para elaborar anticuerpos biespecificos son bien conocidos en la técnica. La produccion tradicional de
anticuerpos biespecificos completos se basa en la co-expresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, en donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein et al., Nature, 305:537-539
(1983)). Debido a la seleccion al azar de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solamente
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una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se realiza normalmente
mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa, y los rendimientos de producto son bajos. Se
describen procedimientos similares en el documento WO 93/08829, y en Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659
(1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, se fusionan dominios variables de anticuerpos con las especificidades de
union deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) a secuencias de dominios constantes de
inmunoglobulinas. Preferiblemente, la fusibn es con un dominio constante de la cadena pesada de Ig, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra, Cn2, y Cu3. Se prefiere tener una primera region constante de la
cadena pesada (Cn1) que contiene el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, presente en al menos una de
las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de la cadena pesada vy, si se desea, la cadena ligera de la
inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresién separados, y se co-transfectan en una célula anfitriona
adecuada. Esto proporciona una mayor flexibilidad para ajustar las proporciones mutuas de los tres fragmentos de
polipéptido en las realizaciones cuando proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido utilizadas en la
construccién proporcionan el rendimiento éptimo del anticuerpo biespecifico deseado. No obstante, es posible
insertar las secuencias codificantes para las dos o tres cadenas de polipéptido en un unico vector de expresion
cuando la expresion de al menos dos cadenas de polipéptido en proporciones iguales da como resultado elevados
rendimientos o cuando las proporciones no tienen un efecto significativo sobre el rendimiento de la combinacion de
cadenas deseada.

En una realizacién preferida de este enfoque, los anticuerpo biespecificos estan compuestos por una cadena pesada
de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad en un brazo, y un par de cadena pesada-cadena de
inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se encontré que
esta estructura asimétrica facilita la separaciéon del compuesto biespecifico deseado de las combinaciones de
cadenas de inmunoglobulinas no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina solamente
en la mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo facil de separacion. Este enfoque se describe en el
documento WO 94/04690. Para detalles adicionales sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por
ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.731.168, la interfaz entre un par
de moléculas de anticuerpo puede ser disefiada para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan
del cultivo de células recombinantes. La interfaz preferida comprende al menos una parte del dominio Cy 3. En este
método, se remplazan una o mas cadenas laterales de aminoacidos pequefios de la interfaz de la primera molécula
de anticuerpo por cadenas laterales mas grandes (p. ej., tirosina o triptéfano). Se crean en la interfaz de la segunda
molécula de anticuerpo "cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o parecido a las cadenas laterales grandes
remplazando las cadenas laterales de aminoacidos grandes por unas mas pequefas (p. €j., alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para incrementar el rendimiento del heterodimero por encima de otros productos finales
no deseados tales como los homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos del producto heteroconjugado se puede acoplar a avidina, el otro a biotina. Tales anticuerpos han sido
propuestos, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmunitario a células no deseadas (Patente de los Estados
Unidos Num. 4.676.980), y para el tratamiento de la infeccion por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373, y
EP 03089). Los anticuerpos heteroconjugados se pueden elaborar utilizando cualquiera de los métodos de
entrecruzamiento convenientes. Los agentes de entrecruzamiento adecuados son bien conocidos en la técnica, y se
describen en la Patente de los Estados Unidos Num. 4.676.980, junto con numerosos mecanismos de
entrecruzamiento.

Los mecanismos para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos también han sido
descritos en la bibliografia. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos utilizando enlaces quimicos.
Brennan et al., Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en donde se escinden proteoliticamente
anticuerpos intactos para generar fragmentos F(ab'),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente
complejante de ditiol, arsenito de sodio, para estabilizar los ditioles proximos y evitar la formacion de disulfuro
intermolecular. Los fragmentos Fab' generados se convierten después en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno
de los derivados de Fab'-TNB se reconvierte después en el Fab'-tiol mediante reduccion con mercaptoetilamina y se
mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos biespecificos producidos pueden ser utilizados como agentes para la inmovilizacion selectiva de
enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacion directa de los fragmentos Fab'-SH de E. coli, que se pueden
acoplar quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992)
describen la produccion de una molécula F(ab'), de anticuerpo biespecifico totalmente humanizado. Cada fragmento
Fab' fue secretado por separado de E. coli y sometido a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el
anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico asi formado era capaz de unirse a células que expresaban en
exceso el receptor ErbB2 y células T humanas normales, asi como de desencadenar la actividad litica de linfocitos
citotoxicos humanos contra dianas de tumor de cancer de mama humano.
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También se han descrito diferentes mecanismos para elaborar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos
utilizando cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos con cremallera
de leucina de las proteinas Fos y Jun fueron ligados a porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusion
génica. Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y después se
volvieron a oxidar para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también se puede utilizar para la
produccién de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpos" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para elaborar fragmentos de
anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comprenden un Vy conectado a un Vi por medio de un conector que es
demasiado corto como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios sobre la misma cadena. Por
consiguiente, se fuerza el emparejamiento de los dominios Vy y Vi de un fragmento con los dominios V. y Vy
complementarios de otro fragmento, formando de ese modo dos sitios de unién a antigenos. También se ha
informado sobre otra estrategia para elaborar fragmentos de anticuerpo biespecificos mediante el uso de dimeros de
Fv de cadena sencilla (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991). Se puede internalizar (y/o catabolizar) un anticuerpo multivalente mas rapido
que un anticuerpo bivalente por medio de una célula que expresa un antigeno al cual se unen los anticuerpos. Los
anticuerpos de la presente invencion pueden ser anticuerpos multivalentes con tres o mas sitios de unién a
antigenos (p. ej., anticuerpos tetravalentes), que pueden ser facilmente producidos mediante la expresion
recombinante del acido nucleico que codifica las cadenas polipeptidicas del anticuerpo. El anticuerpo multivalente
puede comprender un dominio de dimerizacién y tres o mas sitios de unién a antigenos. El dominio de dimerizacion
preferido comprende (o consiste en) una regidon Fc o una regién bisagra. En este escenario, el anticuerpo
comprenderd una region Fc y tres o mas sitios de unién a antigenos amino terminales con respecto a la region Fc. El
anticuerpo multivalente preferido en la presente memoria comprende (o consiste en) tres a aproximadamente ocho,
pero preferiblemente cuatro, sitios de union a antigenos. El anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena
polipeptidica (y preferiblemente dos cadenas polipeptidicas), en donde la cadena o las cadenas polipeptidicas
comprenden dos 0 mas dominios variables. Por ejemplo, la cadena o las cadenas polipeptidicas pueden comprender
VD1-(X1)n -VD2-(X2) -Fc, en donde VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc es
una cadena polipeptidica de una regién Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o polipéptido, y n es 0 6 1. Por
ejemplo, la cadena o las cadenas de polipéptido pueden comprender: VH-CH1-conector flexible-VH-CH1-cadena de
la regién Fc; o VH-CH1-VH-CH1-cadena de la regidon Fc. El anticuerpo multivalente en la presente memoria
comprende preferiblemente ademas al menos dos (y preferiblemente cuatro) polipéptidos del dominio variable de la
cadena ligera. El anticuerpo multivalente en la presente memoria puede, por ejemplo, comprender de
aproximadamente dos a aproximadamente ocho polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera. Los
polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera contemplados aqui comprenden un dominio variable de la
cadena ligera y, opcionalmente, ademas comprenden un dominio C..

Los anticuerpos de la presente invencién incluyen adicionalmente anticuerpos de cadena sencilla.
En realizaciones concretas, los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos internalizantes.

Se contemplan la modificacién o las modificaciones de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos descritos en
la presente memoria. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades bioldgicas
del anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo se pueden preparar introduciendo
cambios de nucledtidos apropiados en un polinucleétido que codifica el anticuerpo, o una cadena del mismo, o
mediante sintesis peptidica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones, y/o inserciones y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier
combinacion de delecion, insercion, y sustitucion para llegar al anticuerpo final, siempre que el constructo final posea
las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar procesos post-traduccionales del
anticuerpo, tales como cambiar el niumero o posiciéon de los sitios de glicosilacion. Cualquiera de las variaciones y
modificaciones descritas mas arriba para los polipéptidos de la presente descripcion puede ser incluida en los
anticuerpos de la presente invencion.

Un método util para la identificacion de ciertos residuos o regiones de un anticuerpo que son localizaciones
preferidas para la mutagénesis se denomina "mutagénesis de barrido con alanina" descrito por Cunningham y Wells
en Science, 244:1081-1085 (1989). Aqui, se identifica un residuo o grupo de residuos diana (p. ej., residuos
cargados tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se remplaza por un aminoacido neutro o cargado negativamente (lo
mas preferiblemente alanina o polialanina) para influir en la interaccion de los aminoacidos con el antigeno PSCA.
Esas localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se afinan después
introduciendo variantes adicionales u otras variantes en o para, los sitios de sustituciéon. De este modo, si bien el sitio
para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos es predeterminado, no es necesario que la naturaleza
de la mutacion per se sea predeterminada. Por ejemplo, para analizar el funcionamiento de una mutacién en un sitio
dado, se lleva a cabo la mutagénesis de barrido con alanina o al azar en el codén o la regién diana y las variantes de
anti-anticuerpo expresadas se escrutan para determinar la actividad deseada.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminales que tienen una
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longitud que oscila entre un residuo y polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones
intrasecuencia de uno o multiples residuos de aminoacido. Los ejemplos de las inserciones terminales incluyen un
anticuerpo con un residuo metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado a un polipéptido citotoxico. Otras variantes
insercionales de un anticuerpo incluyen la fusién del extremo N o C del anticuerpo a una enzima (p. ej., ADEPT) o un
polipéptido que incrementa la vida media en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante por sustitucién de aminoacidos. Estas variantes tienen al menos un residuo
aminoacido de la molécula de anticuerpo remplazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis por sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan las alteraciones de
FR. Se contemplan las sustituciones conservativas y no conservativas.

Las modificaciones sustanciales de las propiedades biolégicas del anticuerpo se logran seleccionando sustituciones
que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal del
polipéptido en la zona de la sustituciéon, por ejemplo, una lamina o una conformacién helicoidal, (b) la carga o
hidrofobia de la molécula en el sito diana, o (c) el volumen de la cadena lateral.

También se puede sustituir cualquier residuo de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién
apropiada del anticuerpo, generalmente por serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar un
entrecruzamiento aberrante. Por el contrario, se pueden afiadir uno o mas enlaces cisteina al anticuerpo para
mejorar su estabilidad (concretamente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento
Fv).

Un tipo de variante por sustitucién implica sustituir uno o mas residuos de la region hipervariable de un anticuerpo
parental. Generalmente, la variante o las variantes resultantes seleccionadas para su desarrollo adicional tendran
propiedades bioldgicas mejoradas con respecto al anticuerpo parental del cual se generaron. Un modo conveniente
para generar dichas variantes por sustitucion implica la maduracion de afinidad utilizando la presentacién en fagos.
Brevemente, se mutan varios sitios de la region hipervariable (p. ej., 6-7 sitios) para generar todas las posibles
sustituciones de amino en cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi generadas se presentan de una manera
monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones con el producto del gen Il de M13
empaquetado en el interior de cada particula. Las variantes presentadas en los fagos se escrutan después para
determinar su actividad bioldgica (p. €j., afinidad de unién) como se describe en la presente memoria. Con el fin de
identificar los sitios de la region hipervariable candidato para la modificacién, se puede realizar la mutagénesis de
barrido con alanina para identificar los residuos de la regidon hipervariable que contribuyen significativamente a la
unién al antigeno. Alternativamente, o adicionalmente, puede resultar beneficioso analizar una estructura cristalina
del complejo antigeno-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y un antigeno o una
célula infectada. Tales residuos de contacto y los residuos cercanos son candidatos para la sustituciéon de acuerdo
con los mecanismos elaborados en la presente memoria. Una vez que se han generado tales variantes, el panel de
variantes se somete a escrutinio como se describe en la presente memoria y los anticuerpos con propiedades
superiores en uno o mas analisis relevantes pueden ser seleccionados para su desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de glicosilacién original del anticuerpo. Por alterar
se quiere significar suprimir uno o mas radicales carbohidratados encontrados en el anticuerpo, y/o afiadir uno o mas
sitios de glicosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

La glicosilacion de anticuerpos esta tipicamente ligada a N o ligada a O. Ligada a N hace referencia al anclaje del
radical carbohidratado a la cadena lateral de un residuo de asparragina. Las secuencias tripeptidicas asparragina-X-
serina y asparragina-X-treonina, en donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para el anclaje enzimatico del radical carbohidratado a la cadena lateral de asparragina. De este
modo, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion
potencial. Glicosilacion ligada a O hace referencia al anclaje de uno de los azicares N-acetilgalactosamina,
galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, lo mas comunmente serina o treonina, aunque también se puede utilizar
5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicién de sitios de glicosilacién al anticuerpo se logra convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos
de manera que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para los sitios de
glicosilacion ligados a N). La alteracion se puede realizar mediante la adicion de, o la sustitucion por, uno o mas
residuos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para los sitios de glicosilacién ligados a O).

El anticuerpo de la invenciéon se modifica con respecto a la funcion efectora, p. €j., para intensificar la citotoxicidad
mediada por células dependiente de antigenos (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) del
anticuerpo. Esto se puede lograr introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos en una region Fc del
anticuerpo. Alternativamente o adicionalmente, se pueden introducir uno o varios residuos de cisteina en la region
Fc, permitiendo de ese modo la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios en esta regiéon. El anticuerpo
homodimérico generado de este modo puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y/o una destruccion
de células mediada por el complemento y una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
incrementadas. Véanse Caron et al., J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922
(1992). También se pueden preparar anticuerpos homodiméricos con una actividad anti-infeccion mejorada
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utilizando entrecruzadores heterobifuncionales como describen Wolff et al., en Cancer Research 53:2560-2565
(1993). Alternativamente, se puede disefiar un anticuerpo que tenga regiones Fc duales y de ese modo se puede
intensificar la lisis del complemento y las capacidades de ADCC. Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design
3:219-230 (1989).

Para incrementar la vida media en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de union al receptor de
recuperacion al anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la Patente de los
Estados Unidos Num. 5.739.277, por ejemplo. Segun se utiliza en la presente memoria, el término "epitopo de union
al receptor de recuperacion" hace referencia a un epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (p. €j., 19G1, IgGy,
IgGs, 0 19G4) que es responsable del incremento de la vida media en suero in vivo de la molécula de IgG.

Los anticuerpos de la presente invencién también se pueden modificar para que incluyan una etiqueta epitdpica o
marca, p. €., para su uso en la purificacion o aplicaciones de diagnéstico. La invencion también se refiere a la
terapia con productos inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado con un agente anticanceroso tal
como un agente citotdxico o un agente inhibidor del crecimiento. Los agentes quimioterapéuticos utiles en la
generacion de tales productos inmunoconjugados se han descrito mas arriba.

Los productos conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de molécula pequefia, tales como calicheamicina,
maitansinoides, tricoteno, y CC1065, y los derivados de estas toxinas que tienen actividad de toxina, también se
contemplan en la presente memoria.

En una realizacion preferida, un anticuerpo (completo o fragmentos) de la invenciéon se conjuga con una o mas
moléculas de maitansinoides. Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actian inhibiendo la polimerizacion
de tubulina. La maitansina se aislé primero del arbusto de Africa oriental Maytenus serrata (Patente de los Estados
Unidos Num. 3.896.111). Con posterioridad, se descubrid que ciertos microbios también producen maitansinoides,
tales como el maitansinol y los ésteres de maitansinol C-3 (Patente de los Estados Unidos Num. 4.151.042). El
maitansinol sintético y los derivados y analogos del mismo se describen, por ejemplo, en las Patentes de los Estados
Unidos Num. 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269;
4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254;
4.362.663; y 4.371.533.

En un intento para mejorar su indice terapéutico, se han conjugado maitansina y maitansinoides con anticuerpos que
se unen especificamente a antigenos de células tumorales. Los productos inmunoconjugados que contienen
maitansinoides y su uso terapéutico se describen, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Num.
5.208.020, 5.416.064 y la Patente Europea EP 0 425 235 B1. Liu et al., en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623
(1996) describen productos inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide designado DM1 conectado al
anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se encontré que el producto conjugado
era altamente citotdxico para las células de cancer de colon cultivadas, y mostraba actividad antitumoral en un
analisis de crecimiento tumoral in vivo.

Los productos conjugados de anticuerpo-maitansinoide se preparan uniendo quimicamente un anticuerpo con una
molécula de maitansinoide sin disminuir significativamente la actividad bioldgica del anticuerpo o la molécula de
maitansinoide. Se demostr6 que una media de 3-4 moléculas de maitansinoide conjugadas por molécula de
anticuerpo es eficaz al aumentar la citotoxicidad de las células diana sin afectar negativamente a la funcién o la
solubilidad del anticuerpo, aunque cabria esperar que incluso una molécula de toxina/anticuerpo intensificara la
citotoxicidad por encima de la utilizacion del anticuerpo desnudo. Los maitansinoides son bien conocidos en la
técnica y se pueden sintetizar mediante mecanismos conocidos o se pueden aislar de fuentes naturales. Los
maitansinoides adecuados se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.208.020 y en
otras patentes y publicaciones no de patente referidas mas arriba en la presente memoria. Los maitansinoides
preferidos son el maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de
la molécula de maitansinol, tales como diferentes ésteres de maitansinol.

Existen muchos grupos conectores conocidos en la técnica para elaborar productos conjugados de anticuerpos,
incluyendo, por ejemplo, aquellos descritos en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.208.020 o en la Patente EP
0425 235 B1, y Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992). Los grupos conectores incluyen grupos disulfuro,
grupos tioéter, grupos labiles con acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles con peptidasa, o grupos labiles con
esterasa, como se describe en las patentes identificadas mas arriba, prefiriéndose los grupos disulfuro y tioéter.

Los productos inmunoconjugados se pueden elaborar utilizando una variedad de agentes de acoplamiento de
proteinas  bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato  (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como
adipimidato de dimetilo HCL), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y
compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno). Los agentes de acoplamiento
particularmente preferidos incluyen N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J.
173:723-737 [1978]) y N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP) para proporcionar un enlace disulfuro. Por

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2395784 T3

ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina como describen Vitetta et al., en Science 238: 1098 (1987).
El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno-triaminopentaacetico (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un
agente quelante ilustrativo para la conjugacion de un radionucleétido con el anticuerpo. Véase el documento WO
94/11026. El conector puede ser un "conector escindible" que facilite la liberaciéon del farmaco citotéxico en la célula.
Por ejemplo, se puede utilizar un conector labil al acido, Cancer Research 52: 127-131 (1992); Patente de los
Estados Unidos Num. 5.208.020).

Otro producto inmunoconjugado de interés comprende un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas de
calicheamicina. La familia de antibiéticos de la calicheamicina es capaz de producir roturas en el ADN de doble
hebra a concentraciones sub-picomolares. Para la preparaciéon de los productos conjugados de la familia de la
calicheamicina, véanse las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285,
5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, 5.877.296 (todas de American Cyanamid Company). Otro farmaco con el cual se
puede conjugar el anticuerpo es QFA que es un antifolato. Tanto la calicheamicina y como QFA tienen sitios de
accion intracelulares y no cruzan facilmente la membrana plasmatica. Por lo tanto, la absorcion celular de estos
agentes a través de la internalizacién mediada por anticuerpos intensifica enormemente sus efectos citotoxicos.

Los ejemplos de otros agentes que se pueden conjugar con los anticuerpos de la invencién incluyen BCNU,
estreptozocina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocidos colectivamente como complejo LL-
E33288 descrito en las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.053.394, 5.770.710, asi como las esperamicinas
(Patente de los Estados Unidos Num. 5.877.296).

Las toxinas enzimaticamente activas y los fragmentos de las mismas que se pueden utilizar incluyen, p. €j., la
cadena A de la difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232.

Los autores de la presente invencién también describen un producto inmunoconjugado formado entre un anticuerpo
y un compuesto con actividad nucleolitica (p. €j., una ribonucleasa o una endonucleasa de ADN tal como una
desoxirribonucleasa; ADNasa).

Para la destruccién selectiva de células infectadas, el anticuerpo incluye un atomo altamente radiactivo. Se
encuentra disponible una variedad de is6topos radiactivos para la groducmon de antlcuerpos anti-PSCA
radioconjugados. Los ejemplos incluyen AP B ¥ Re™ RS, sm™®, Bi*'2, P, Pb?'? e isétopos
radiactivos de Lu. Cuando el producto conjugado se ut|I|za para el dlagnostlco éste puede comprender un atomo
radiactivo de estudios escintigraficos, por ejemplo tc® ™ 0 1'®, 0 una marca de espin para la formacién de imagenes
mediante resonancia magnética nuclear (RMN) (tamblen conocida como formaciéon de imagenes por resonancia
magnética, mri), tales como yodo-123, yodo-131, indio-111, fluor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17,
gadolinio, manganeso o hierro.

La marca radiactiva u otra marca se incorpora al producto conjugado de la manera conocida. Por ejemplo, el péptido
puede ser biosintetizado o puede ser sintetizado mediante sintesis quimica de aminoacidos atizando precursores de
aminoacidos adecuados que impliquen, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Las marcas tales como tc*

1'2 Re'® Re™® e In"" se pueden anclar por medio de un residuo de cisteina al péptido. El Itrio-90 se puede anclar
a través de un residuo de lisina. Se puede utilizar el método IODOGEN (Fraker et al. (1978) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 80: 49-57 para incorporar yodo-123. En "Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC
Press 1989) se describen otros métodos con detalle.

Alternativamente, se elabora una proteina de fusiéon que comprende el anticuerpo y un agente citotdxico, p. €j.,
mediante mecanismos recombinantes o sintesis peptidica. La longitud del ADN puede comprender regiones
respectivas que codifican las dos porciones del producto conjugado ya sean adyacentes entre si ya sean separadas
por una regién que codifica un péptido conector que no destruye las propiedades deseadas del producto conjugado.

Los anticuerpos de la presente invencion también se utilizan en la terapia con profarmacos mediada por enzima
dependiente de anticuerpo (ADET) conjugando el anticuerpo con una enzima activadora del profarmaco que
convierte el profarmaco (p. ej., un agente quimioterapéutico de peptidilo, véase el documento WO 81/01145) en un
farmaco anticanceroso activo (véase, p. ej., el documento WO 88/07378 y la Patente de los Estados Unidos Num.
4.975.278).

El componente enzimatico del producto inmunoconjugado util para la ADEPT incluye cualquier enzima capaz de
actuar sobre un profarmaco de tal manera que lo convierta en una forma citotdxica, mas activa. Las enzimas que
son Utiles en el método de esta invencion incluyen, pero no estan limitadas a, fosfatasa alcalina util para convertir
profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa Util para convertir profarmacos que contienen
sulfato en farmacos libres; citosina desaminasa util para convertir 5-fluorocitosina no téxica en el farmaco
anticanceroso 5-fluorouracilo; proteasas, tales como proteasa de Serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas
y catepsinas (tales como catepsinas B y L), que son utiles para convertir profarmacos que contienen péptidos en
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farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir profarmacos que contienen sustituyentes D-
aminoacido; enzimas que escinden carbohidratos tales como (-galactosidasa y neuraminidasa Utiles para convertir
grupos glicosilados en farmacos libres; B-lactamasa util para convertir farmacos derivatizados con B-lactamas en
farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, utiles para convertir
farmacos derivatizados en sus nitrdgenos aminados con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en
farmacos libres. Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos con actividad enzimatica, también conocidos en la
técnica como "aczimas", para convertir los profarmacos de la invencién en farmacos activos libres (véase, p. ej.,
Massey, Nature 328: 457-458 (1987)). Los productos conjugados de anticuerpo-aczima se pueden preparar como se
describe en la presente memoria para la liberacion de la aczima en una poblacion de células infectadas.

Las enzimas de esta descripcion se pueden unir covalentemente a los anticuerpos mediante mecanismos bien
conocidos en la técnica tales como el uso de los reactivos de entrecruzamiento heterobifuncionales comentados mas
arriba. Alternativamente, las proteinas de fusion que comprenden al menos la regién de unién al antigeno de un
anticuerpo de la invencién conectado a al menos una porcién funcionalmente activa de una enzima de la descripcion
se pueden construir utilizando mecanismos de ADN recombinante bien conocidos en la técnica (véase, p. €.,
Neuberger et al., Nature, 312: 604-608 (1984).

Se contemplan en la presente memoria otras modificaciones del anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo puede estar
unido a una variedad de polimeros no proteinaceos, p. ej., polietilenglicol, polipropilenglicol, polioxialquilenos, o
copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. El anticuerpo también puede estar atrapado en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacién o mediante polimerizacién interfacial (por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente),
en sistemas de liberacion de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina,
microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Tales mecanismos se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Oslo, A., Ed., (1980).

Los anticuerpos descritos en la presente memoria también se formulan en forma de inmunoliposomas. Un "liposoma"
es una pequefia vesicula compuesta por diferentes tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivos que es util para
liberar un farmaco en un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen generalmente en una formacion en
bicapa, similar a la disposicién de los lipidos de las membranas biolégicas. Los liposomas que contienen el
anticuerpo se preparan mediante métodos conocidos en la técnica, tales como los descritos por Epstein et al., en
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., en Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980); en las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.485.045 y 4.544.545; y en el documento WO 97/38731 publicado el 23 de
Octubre, 1997. Se describen liposomas con un tiempo de circulacion mejorado en la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente Utiles mediante el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion de lipidos que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas son extrudidos a través de filtros con un tamafo de poro definido para dar liposomas con el
diametro deseado. Los fragmentos Fab del anticuerpo de la presente invencién se pueden conjugar con los
liposomas descritos por Martin et al., en J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de intercambio
de disulfuro. Un agente quimioterapéutico esta opcionalmente contenido en el interior del liposoma. Véase Gabizon
et al., J. National Cancer Inst. 81(19)1484 (1989).

Los anticuerpos de la presente invencion, o los fragmentos de los mismos, pueden poseer cualquiera de una
variedad de caracteristicas bioldgicas o funcionales. En ciertas realizaciones, estos anticuerpos son anticuerpos
especificos para la Influenza A o especificos de la proteina M2, indicando que se unen especificamente o se unen
preferentemente a Influenza A o a la proteina M2 de la misma, respectivamente, en comparaciéon con una célula de
control normal. En realizaciones concretas, los anticuerpos son anticuerpos para HuMZ2e, indicando que se unen
especificamente a una proteina M2e, preferiblemente a un epitopo del dominio M2e que solamente esta presente
cuando la proteina M2 es expresada en células o esta presente en un virus, en comparacion con una célula de
control normal.

En realizaciones concretas, un anticuerpo de la presente invencién es un anticuerpo antagonista, que bloquea o
inhibe parcialmente o totalmente una actividad biolégica de un polipéptido o célula a la cual se une especificamente
o preferentemente. En otras realizaciones, un anticuerpo de la presente invencién es un anticuerpo inhibidor del
crecimiento, que bloquea parcialmente o completamente o inhibe el crecimiento de una célula infectada a la cual se
une. En otra realizacién mas, un anticuerpo de la presente invencion induce o promueve la citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos o la citotoxicidad dependiente del complemento.

Métodos para Identificar y Producir Anticuerpos Especificos para el Virus de la Influenza

Los autores de la presente invencion también describen métodos novedosos para la identificacion de anticuerpos
para HuM2e, como se ilustra en el Ejemplo 4. Estos métodos se pueden adaptar facilmente para identificar
anticuerpos especificos para otros polipéptidos expresados sobre la superficie celular por agentes infecciosos, o
incluso polipéptidos expresados sobre la superficie del propio agente infeccioso.
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En general, los métodos incluyen la obtencion de muestras de suero procedente de pacientes que han sido
infectados con o vacunados contra un agente infeccioso. Estas muestras de suero se escrutan después para
identificar aquellas que contienen anticuerpos especificos para un polipéptido concreto asociado con el agente
infeccioso, tales como, p. €j., un polipéptido expresado especificamente sobre la superficie de las células infectadas
con el agente infeccioso, pero no de células no infectadas. En realizaciones concretas, las muestras de suero se
escrutan poniendo en contacto las muestras con una célula que ha sido transfectada con un vector de expresion que
expresa el polipéptido expresado sobre la superficie de células infectadas.

Una vez que el paciente ha sido identificado por tener suero que contiene un anticuerpo especifico para el
polipéptido del agente infeccioso de interés, se utilizan las células mononucleares y/o B obtenidas del mismo
paciente para identificar una célula o un clon de la misma que produce el anticuerpo, utilizando cualquiera de los
métodos descritos en la presente memoria o disponible en la técnica. Una vez que se identifica una célula B que
produce el anticuerpo, se pueden clonar los ADNc que codifican las regiones variables o los fragmentos de las
mismas del anticuerpo utilizando vectores para la RT-PCR convencionales y cebadores especificos para las
secuencias de anticuerpos conservadas, y subclonar en los vectores de expresion utilizados para la produccion
recombinante de anticuerpos monoclonales especificos para el polipéptido del agente infeccioso de interés.

Un método para identificar un anticuerpo que se une especificamente a células infectadas por influenza A, puede
comprometer: la puesta en contacto de un virus de Influenza A o una célula que expresa la proteina M2 con una
muestra biolégica obtenida de un paciente que ha sido infectado por Influenza A; la determinacién de una cantidad
de anticuerpo en la muestra biolégica que se une a la célula; y la comparacién de la cantidad determinada con un
valor de control, en donde si el valor determinado es al menos dos veces mayor que el valor de control, esta
indicado un anticuerpo que se une especificamente a células infectadas por influenza A. Las células que expresan
una proteina M2 pueden ser células infectadas con un virus de Influenza A o células que han sido transfectadas con
un polinucledtido que expresa la proteina M2. Alternativamente, las células pueden expresar una porcion de la
proteina M2 que incluye el dominio M2e y suficiente secuencia M2 adicional para que la proteina permanezca
asociada con la célula y el dominio M2e se presente sobre la superficie celular de la misma manera que cuando esta
presente en la proteina M2 completa. Los métodos para preparar un vector de expresion de M2 y transfectar una
célula apropiada, incluyendo aquellos descritos en la presente memoria, se pueden completar facilmente, habida
cuenta de la secuencia M2 que se encuentra publicamente disponible. Véase, por ejemplo, la Base de Datos de
Secuencias de Influenza (ISD por sus siglas en inglés) (flu.lanl.gov en World Wide Web, descrita por Macken et al.,
2001, "The value of a database in surveillance and vaccine selection" en Options for the Control of Influenza IV.
A.D.M.E., Osterhaus & Hampson (Eds.), Elsevier Science, Amsterdam, pags. 103-106) y el Centro de Secuenciacién
Microbiana (MSC) del Instituto para la Investigacion gendmica (TIGR por sus siglas en Inglés)
(tigr.org/msc/infl_a_virus.shtml on the World Wide Web).

Las células o virus que expresan M2e descritas mas arriba se utilizan para escrutar la muestra bioldgica obtenida de
un paciente infectado con influenza A para determinar la presencia de anticuerpos que se unen preferentemente a la
célula que expresa el polipéptido M2 utilizando técnicas bioldgicas convencionales. Por ejemplo, los anticuerpos se
pueden marcar, y detectar la presencia de la marca asociada con la célula, p. €j., utilizando el analisis FMAT o
FACs. En realizaciones concretas, la muestra bioldgica es sangre, suero, plasma, lavado bronquial, o saliva. Los
métodos descritos mas arriba se pueden poner en practica utilizando técnicas de elevado rendimiento.

Después los anticuerpos humanos identificados se pueden caracterizar adicionalmente. Por ejemplo los epitopos
conformacionales concretos con la proteina M2e que son necesarios o suficientes para la unién del anticuerpo se
pueden determinar, p. €j., utilizando la mutagénesis dirigida al sitio de polipéptidos M2e expresados. Estos métodos
se pueden adaptar facilmente para identificar anticuerpos humanos que se unen a cualquier proteina expresada
sobre una superficie celular. Ademas, estos métodos se pueden adaptar para determinar la unién del anticuerpo al
propio virus, en oposicién a una célula que expresa M2e recombinante o infectada con el virus.

Las secuencias de polinucledtidos que codifican los anticuerpos, las regiones variables de los mismos, o los
fragmentos de unién a antigeno de los mismos se pueden subclonar en vectores de expresion para la produccién
recombinante de anticuerpos para HuMZ2e. En una realizacion, esto se logra obteniendo células mononucleares del
paciente procedentes del suero que contiene el anticuerpo para HuMZ2e identificado; produciendo clones de células
B de las células mononucleares; induciendo las células B para que se vuelvan células de plasma productoras de
anticuerpo; y escrutando los sobrenadantes producidos por las células del plasma para determinar si contiene el
anticuerpo para HuM2e. Una vez que se identifica un clon de célula B que produce el anticuerpo para HuMZ2e, se
lleva a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) para clonar los ADN que
codifican las regiones variables o porciones de las mismas del anticuerpo para HuMZ2e. Estas secuencias se
subclonan después en vectores de expresion adecuados para la produccién recombinante de anticuerpos contra
HuM2e humanos. La especificidad de uniéon se puede confirmar determinando la capacidad del anticuerpo para
unirse a células que expresan el polipéptido M2e.

En los métodos descritos en la presente memoria, se clasifican las células B aisladas de sangre periférica o ganglios
linfaticos, p. ej., basandose en que son CD 19 positivas, y se cultivan en placa, p. €j., a una especificidad tan baja
como una sola célula por pocillo, p. €j., en configuraciones de 96, 384, o 1536 pocillos. Se induce la diferenciacion
de las células a células productoras de anticuerpos, p. €j., células de plasma, y se recogen los sobrenadantes de
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cultivo y se someten a ensayo para determinar la unién a células que expresan el polipéptido del agente infeccioso
sobre su superficie utilizando, p. €j., el analisis FMAT o FACS. Después se someten los pocillos positivos a RT-PCR
de todo el pocillo para amplificar las regiones variables de la cadena pesada y ligera de la molécula de IgG
expresada por células de plasma hijas clénicas. Los productos resultantes de la PCR que codifican las regiones
variables de la cadena pesada y ligera, o porciones de las mismas, se subclonan en vectores de expresion de
anticuerpos humanos para su expresién recombinante. Los anticuerpos recombinantes resultantes se someten a
ensayo después para confirmar su especificidad de unidn original y se pueden someter a un ensayo adicional para
determinar la pan-especificidad a través de diferentes cepas de productos aislados del agente infeccioso.

De este modo, se puede poner en practica un método de identificacion de anticuerpos contra HuM2e como sigue. En
primer lugar, se transfectan ADNc de M2 completos o aproximadamente completos en una linea celular para la
expresion de la proteina M2. En segundo lugar, se someten a ensayo muestras de plasma o suero humano
individuales para determinar los anticuerpos que se unen a la M2 expresada en las células. Y por ultimo, se
caracterizan los MAb obtenidos de individuos con plasma positivo o suero positivo para determinar la unién a la M2
expresada por la misma célula. En este punto se puede realizar una definicién adicional de las sutiles
especificidades de los MADb.

Estos métodos se pueden poner en practica para identificar una variedad de anticuerpos contra HuMZ2e diferentes,
incluyendo anticuerpos especificos para (a) epitopos en un péptido M2e lineal, (b) epitopos comunes en mudltiples
variantes de MZ2e, (c) determinantes conformacionales de un homotetramero M2, y (d) determinantes
conformacionales comunes de multiples variantes del homotetramero M2. La ultima categoria es particularmente
deseable, ya que esta especificidad es quizas especifica para todas las cepas A de influenza.

Los polinucleétidos que codifican los anticuerpos contra HuM2e o porciones de los mismos se pueden aislar de
células que expresan anticuerpos contra HuM2e, de acuerdo con los métodos disponibles en la técnica y descritos
en la presente memoria, incluyendo la amplificacién mediante reacciéon en cadena de la polimerasa utilizando
cebadores especificos para las regiones conservadas de los polipéptidos de anticuerpos humanos. Por ejemplo, las
regiones variables de la cadena ligera y la cadena pesada se pueden clonar a partir de una célula B de acuerdo con
los mecanismos de la biologia molecular descritos en el documento WO 92/02551; la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.627.052; o Babcook et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-48 (1996). Los polinucleétidos que codifican
toda o una regién de ambas regiones variables de la cadena pesada y ligera de la molécula de IgG expresada por
las células de plasma hijas clénicas que expresan el anticuerpo contra HuMZ2e se pueden subclonar y secuenciar. La
secuencia del polipéptido codificado se puede determinar faciimente a partir de la secuencia del polinucleétido. Los
polinucledtidos aislados que codifican tales polipéptidos se pueden subclonar en un vector de expresiéon para
producir recombinantemente los anticuerpos y polipéptidos de la presente invencién, utilizando los procedimientos
conocidos en la técnica y descritos en la presente memoria.

Las propiedades de uniéon de un anticuerpo (o fragmento del mismo) a M2e o a células o tejidos infectados se
pueden determinar y evaluar generalmente utilizando métodos de inmunodeteccion incluyendo, por ejemplo, andlisis
basados en inmunofluorescencia, tales como inmuno-histoquimica (IHC) y/o clasificaciéon celular activada por
fluorescencia (FACS). Los métodos de inmunoanalisis pueden incluir controles y procedimientos para determinar si
los anticuerpos se unen especificamente a M2e de una o mas cepas especificas de Influenza A, y no reconocen o
presentan reaccién cruzada con células de control normales.

Después del pre-escrutinio del suero para identificar los pacientes que producen anticuerpos para un agente
infeccioso o un polipéptido del mismo, p. €j., M2, los métodos descritos en la presente memoria incluyen tipicamente
el aislamiento o purificacion de células B procedentes de una muestra bioldgica obtenida previamente de un
paciente o sujeto. El paciente o sujeto puede estar diagnosticado actualmente o anteriormente o se puede
sospechar que tiene una enfermedad o infeccién concreta, o se puede considerar que el paciente o sujeto esta libre
de una enfermedad o infeccidon concreta. Tipicamente, el paciente o sujeto es un mamifero y, en realizaciones
concretas, un ser humano. La muestra biolégica puede ser cualquier muestra que contenga células B, incluyendo
pero no limitada a, ganglios linfaticos o tejido de ganglios linfaticos, efusiones pleurales, sangre periférica, ascitis,
tejido tumoral, o fluido cerebroespinal (FCE). En varias realizaciones, se aislan células B de diferentes tipos de
muestras bioldgicas, tales como una muestra biolégica afectada por una enfermedad o infeccion concreta. Sin
embargo, se entiende que se puede utilizar cualquier muestra biolégica que comprenda células B.

Una vez aisladas, se induce la produccién de anticuerpos por las células, p. €j., cultivando células B en condiciones
que apoyen la proliferacion o el desarrollo de células B en un plasmacito, plasmablasto, o célula plasmatica.
Después se escrutan los anticuerpos, tipicamente utilizando técnicas de alto rendimiento, para identificar un
anticuerpo que se une especificamente a un antigeno diana, p. €j., un tejido, célula, agente infeccioso, o polipéptido
concretos. El antigeno especifico, p. ej., un polipéptido de la superficie celular unido por el anticuerpo puede no ser
conocido, alternativamente, el antigeno unido especificamente por el anticuerpo es conocido.

Las células B pueden ser aisladas de una muestra bioldgica, p. ej., una muestra de tumor, tejido, sangre periférica o
ganglio linfatico, mediante cualquier método conocido y disponible en la técnica. Las células B se clasifican
tipicamente mediante FACS basandose en la presencia sobre su superficie de un marcador especifico de células b,
p. ej., CD19, CD138, y/o IgG de superficie. No obstante, se pueden emplear otros métodos conocidos en la técnica,
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tales como, p. e€j., la purificaciéon en columna utilizando cuentas magnéticas para CD19 o cuentas magnéticas
especificas de IgG, seguido de elucion de la columna. Sin embargo, el aislamiento magnético de células B utilizando
cualquier marcador puede producir la pérdida de ciertas células B. Por lo tanto, preferiblemente, las células aisladas
no se clasifican sino, en lugar de eso, las células mononucleares purificadas con ficol aisladas de tumores se
cultivan en placa directamente hasta un nimero apropiado o deseado de especificidades por pocillo.

Con el fin de identificar las células B que producen un anticuerpo especifico de un agente infeccioso, las células B se
cultivan en placa tipicamente a una baja densidad (p. €j., una especificidad de una sola célula por pocillo, 1-10
células por pocillo, 10-100 células por pocillo, 1-100 células por pocillo, menos de 10 células por pocillo, 0 menos de
100 células por pocillo) en placas de multiples pocillos o de microtitulacion, p. ej., en configuraciones de 96, 384, o
1536 pocillos.

Cuando las células B se cultivan inicialmente en placa a una densidad mayor de una célula por pocillo, los métodos
de la presente invencién pueden incluir la etapa de diluir con posterioridad las células en un pocillo identificado como
productor de un anticuerpo especifico del antigeno, hasta lograr una especificidad de una sola célula por pocillo,
facilitando de ese modo la identificacion de la célula B que produce el anticuerpo especifico del antigeno. Los
sobrenadantes celulares o una porcion de los mismos y/o las células pueden ser congelados y almacenados para un
fututo ensayo y una posterior recuperacion de los polinucleétidos del anticuerpo.

Opcionalmente, las células B se cultivan en condiciones que favorecen la produccion de anticuerpos por las células
B. Por ejemplo, las células B pueden ser cultivadas en condiciones favorables para la proliferacion y diferenciacion
de las células B para dar un plasmablasto, plasmacitos, o células plasmaticas productores de anticuerpo. Las células
B se pueden cultivar en presencia de un mitdégeno para las células B, tal como un lipopolisacarido (LPS) o un ligando
CD40. Opcionalmente, las células B se diferencian en células productoras de anticuerpos cultivandolas con células
alimento y/u otros activadores de células B, tales como el ligando CD40.

Los sobrenadantes de los cultivos celulares o los anticuerpos obtenidos de ellos se pueden someter a ensayo para
determinar su capacidad para unirse a un antigeno diana, utilizando métodos rutinarios disponibles en la técnica,
incluyendo los descritos en la presente memoria. Los sobrenadantes de cultivo se pueden someter a ensayo para
determinar la presencia de anticuerpos que se unen a un antigeno diana utilizando métodos de alto rendimiento. Por
ejemplo, se pueden cultivar células B en placas de microtitulacion de multiples pocillos, de manera que se puedan
utilizar manipuladores de placa robdticos para tomar muestras simultdneamente de multiples sobrenadantes
celulares y someterlos a ensayo para determinar la presencia de anticuerpos que se unen a un antigeno diana. Los
antigenos se pueden unir a cuentas (p. ej., cuentas paramagnéticas o de latex) para facilitar la captura de los
complejos de anticuerpo/antigeno. Alternativamente, los antigenos y anticuerpos se marcan fluorescentemente (con
diferentes marcas) y se realiza un analisis FACS para identificar la presencia de anticuerpos que se unen al antigeno
diana. En oftra alternativa, la union al anticuerpo se determina utilizando el analisis y el instrumental FMAT(TM)
(Applied Biosystems, Foster City, CA). FMAT(TM) es una plataforma macroconfocal de fluorescencia para un
escrutinio de alto rendimiento, que mezcla y lee analisis no radiactivos utilizando células vivas o cuentas.

En el contexto de la comparacion de la union de un anticuerpo a un antigeno diana concreto (p. €j. , una muestra
bioldgica tal como tejido o células infectados, o agentes infecciosos) en comparacién con una muestra de control (p.
€j., una muestra bioldgica tal como células no infectadas, o un agente infeccioso diferente), se considera que el
anticuerpo se une preferentemente a un antigeno diana concreto si se une al menos dos veces, al menos tres veces,
al menos cinco veces, o al menos diez veces mas anticuerpo al antigeno diana concreto en comparacion con la
cantidad que se une a una muestra de control.

Los polinucledtidos que codifican las cadenas de anticuerpos, las regiones variables de las mismas, o sus
fragmentos, se pueden aislar de células utilizando cualquier método disponible en la técnica. Los polinucleétidos se
pueden aislar utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), p. €j., la PCR con transcripcion inversa (RT-
PCR) utilizando cebadores oligonucleotidicos que se unen especificamente a las cadenas pesada o ligera que
codifican secuencias de polinucleétidos o sus complementos utilizando procedimientos rutinarios disponibles en la
técnica. Los pocillos positivos se pueden someter a RT-PCR de todo el pocillo para amplificar las regiones variables
de las cadenas pesada y ligera de la molécula de IgG expresada por las células plasmaticas hijas clonicas. Estos
productos de la PCR se pueden secuenciar.

Los productos resultantes de la PCR que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera o porciones
de las mismas se subclonan después en vectores de expresion de anticuerpos humanos y se expresan
recombinantemente de acuerdo con procedimientos rutinarios en la técnica (véase, p. €j., la Patente de los Estados
Unidos Num. 7.112.439). Las moléculas de acido nucleico que codifican un anticuerpo especifico para un tumor o un
fragmento del mismo, segun se describe en la presente memoria, se pueden propagar y expresar de acuerdo con
cualquiera de una variedad de procedimientos bien conocidos para la escision, ligacion, transformacion, y
transfecciéon de acidos nucleicos. De este modo, se puede preferir la expresién de un fragmento de anticuerpo en
una célula anfitriona procariotica, tal como Escherichia coli (véase, p. ej., Pluckthun et al, Methods Enzymol.
178:497-515 (1989)). Alternativamente, se puede preferir la expresion del anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo en una célula eucaridtica, incluyendo levadura (p. ej., Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, y Pichia pastoris); células animales (incluyendo células de mamifero); o células
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vegetales. Los ejemplos de las células animales adecuadas incluyen, pero no estan limitadas a, células de mieloma,
COS, CHO, o de hibridoma. Los ejemplos de las células vegetales incluyen células de tabaco, maiz, soja, y arroz.
Por medio de métodos conocidos para los expertos en la técnica y basados en la presente descripcion, se puede
disefar un vector de acido nucleico para expresar secuencias foraneas en un sistema anfitriéon adecuado, y después
se pueden insertar secuencias de polinucleétidos que codifican el anticuerpo especifico del tumor (o un fragmento
del mismo). Los elementos reguladores variaran de acuerdo con el anfitrion concreto.

Se pueden preparar uno o mas vectores de expresion replicables que contienen un polinucleétido que codifica una
region variable y/o constante y utilizarlos para transformar una linea celular apropiada, por ejemplo, una linea celular
de mieloma no productora, tal como una linea NSO de ratén o una bacteria, tal como E. coli, en la cual tendra lugar
la produccion del anticuerpo. Con el fin de obtener una transcripciéon y una traduccién eficaces, la secuencia de
polinucledtidos de cada vector debe incluir secuencias reguladoras apropiadas, concretamente un promotor y una
secuencia lider conectados operablemente a la secuencia del dominio variable. Los métodos concretos para
producir anticuerpo de este modo son generalmente bien conocidos y utilizados rutinariamente. Por ejemplo, los
procedimientos de la biologia molecular son descritos por Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1989; véase también Sambrook et al., 32 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York, (2001)). Aunque no es necesario, se pueden secuenciar las regiones de polinucleétidos que
codifican los anticuerpos recombinantes. La secuenciacion del ADN se puede realizar como describen Sanger et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463 (1977)) y el Manual de Secuenciacion Amersham International plc e incluyendo
las mejoras del mismo.

Los anticuerpos recombinantes resultantes o los fragmentos de los mismos se pueden someter a ensayo después
para confirmar su especificidad original y se pueden someter a ensayo adicionalmente para determinar su pan-
especificidad, p. ej., con agentes infecciosos relacionados. Por ejemplo, un anticuerpo identificado o producido de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se puede someter a ensayo para determinar la
destruccion celular a través de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) o la apoptosis, y/o
también su capacidad para internalizarse.

Polinucleétidos

Los autores de la presente invencidén también describen composiciones de polinucledétidos. Preferiblemente, estos
polinucledtidos codifican un polipéptido, p. €j., una regiéon de una cadena variable de un anticuerpo de la invencion
que se une a M2, o M2e de Influenza A. Los polinucledtidos de la descripcién son moléculas de ADN de hebra
sencilla (codificante o antisentido) o de doble hebra (gendmico, ADNc o sintético) o de ARN. Las moléculas de ARN
incluyen, pero no estan limitadas a, moléculas de ARNHn, que contienen intrones y corresponden a una molécula de
ADN de una manera univoca, y moléculas de ARNm, que no contienen intrones. Alternativamente, o ademas, se
encuentran presentes en un polinucledtido secuencias codificantes o no codificantes. También alternativamente, o
ademas, un polinucledtido estda conectado a otras moléculas y/o materiales de soporte. Se pueden utilizar
polinucledtidos, p. €j., en el andlisis de hibridacidn para detectar la presencia de un anticuerpo contra Influenza A en
una muestra bioldgica, y en la producciéon recombinante de polipéptidos.

Por lo tanto, los autores de la presente invencidon describen composiciones de polinucledtidos que incluyen una parte
o toda una secuencia de polinucleétidos mostrada en el Ejemplo 1, complementos de una secuencia de
polinucledtidos mostrados en el Ejemplo 1, y variantes degeneradas de una secuencia de polinucleétidos mostradas
en el Ejemplo 1. Preferiblemente, las secuencias de polinucledtidos mostradas en la presente memoria codifican
polipéptidos capaces de unirse preferentemente a células infectadas por Influenza A en comparacion con una célula
no infectada de control normal, incluyendo un polipéptido que tiene una secuencia mostrada en los Ejemplos 1 o 2.
Ademas, los autores de la presente invencion describen todos los polinucleétidos que codifican cualquier polipéptido
de la presente descripcion.

Los autores de la presente invencion también describen, variantes de polinucleétidos que tienen una identidad
sustancial con las secuencias mostradas en la Figura 1, por ejemplo aquellos que comprenden una identidad de
secuencia de al menos 70%, preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, o0 99% o0 mas en comparacién con una secuencia de polinucledtidos de esta descripcion,
determinada utilizando los métodos descritos en la presente memoria, (p. €j., analisis BLAST utilizando parametros
convencionales). Un experto en esta técnica reconocera que estos valores se pueden ajustar apropiadamente para
determinar la correspondiente identidad de las proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos tomando en
consideracion la degeneracion de codones, la similitud de aminoacidos, el posicionamiento del marco de lectura, y
similares.

Tipicamente, las variantes de polinucleétidos contienen una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o
inserciones, preferiblemente de manera que las propiedades de la unién inmunogénica del polipéptido codificado por
el polinucledtido variante no disminuyan sustancialmente con respecto a un polipéptido codificado por una secuencia
de polinucleétidos especificamente mostrada en la presente memoria.

Por lo tanto los autores de la presente invencion describen fragmentos de polinucledtidos que comprenden
diferentes longitudes de tramos contiguos de secuencia idénticos 0 complementarios a una o mas de las secuencias
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descritas en la presente memoria. Por ejemplo, se describen los polinucleétidos que comprenden al menos
aproximadamente 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 o 1000 o mas nucledtidos contiguos de
una o mas de las secuencias descritas en la presente memoria asi como todas las longitudes intermedias entre
ellas. Segun se utiliza en la presente memoria, el término "longitudes intermedias" pretende describir cualquier
longitud entre los valores citados, tales como 16, 17, 18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53,
etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos los niumeros enteros hasta 200-500; 500-
1.000, y similares.

Se describen composiciones de polinucleétidos que son capaces de hibridar en condiciones de restriccion
moderadas a elevadas con una secuencia de polinucleétidos proporcionada en la presente memoria, o un fragmento
de la misma, o una secuencia complementaria de la misma. Los mecanismos de hibridaciéon son bien conocidos en
la técnica de la biologia molecular. Con fines ilustrativos, las condiciones moderadamente restrictivas adecuadas
para someter a ensayo la hibridacién de un polinucleétido de esta invenciéon con otros polinucleétidos incluyen
prelavado en una solucién de 5 X SSC, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); hibridaciéon a 50°C-60°C, 5 X SSC,
durante la noche; seguido de lavado dos veces a 65°C durante 20 minutos con cada uno de 2X, 0,5X y 0,2X SSC
que contienen SDS al 0,1%. Un experto en la técnica comprendera que la restriccion de la hibridacion se puede
manipular facilmente, por ejemplo alterando el contenido de sal de la solucion de hibridacion y/o la temperatura a la
cual se lleva a cabo la hibridacion. Por ejemplo, las condiciones de hibridacion altamente restrictivas incluyen las
descritas mas arriba, con la excepcion de que se aumenta la temperatura de hibridacion, p. ej., a 60-65°C o a 65-
70°C.

Preferiblemente, el polipéptido codificado por la variante de polinucledtidos o fragmento tiene la misma especificidad
de union (es decir, especificamente o preferentemente se une al mismo epitopo o cepa de Influenza A) que el
polipéptido codificado por el polinucleétido nativo. Mas preferiblemente, los polinucleétidos descritos mas arriba, p.
ej., las variantes de polinucledtidos, los fragmentos y las secuencias hibridantes, codifican polipéptidos que tienen un
nivel de actividad de unidn de al menos aproximadamente 50%, preferiblemente al menos aproximadamente 70%, y
mas preferiblemente al menos aproximadamente 90% de la de la secuencia de polipéptidos especificamente
mostrada en la presente memoria.

Los polinucleétidos descritos en la presente memoria, o los fragmentos de los mismos, con independencia de la
longitud de la propia secuencia codificante, se pueden combinar con otras secuencias de ADN, tales como
promotores, sefiales de poliadenilacion, sitios para enzimas de restriccién adicionales, sitios de clonaciéon multiple,
otros segmentos codificantes, y similares, de manera que su longitud total puede variar considerablemente. Se
emplea un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando limitada preferiblemente la longitud total
por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante pretendido. Por ejemplo, se incluyen
segmentos de polinucledtidos ilustrativos con longitudes totales de aproximadamente 10.000, aproximadamente
5.000, aproximadamente 3.000, aproximadamente 2.000, aproximadamente 1.000, aproximadamente 500,
aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente 50 pares de bases de longitud, y similares,
(incluyendo todas las longitudes intermedias).

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracién del cédigo genético, existen multiples
secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido como se describe en la presente memoria. Algunos de estos
polinucledtidos tienen una homologia minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen nativo. Sin embargo,
se contemplan especificamente los polinucleétidos que codifican un polipéptido de la presente invencion pero que
varian debido a diferencias en el uso de codones. Adicionalmente, también se contemplan los alelos de los genes
que incluyen las secuencias de polinucleétidos proporcionadas en la presente memoria. Los alelos son genes
enddégenos que estan alterados como resultado de una o mas mutaciones, tales como deleciones, adiciones y/o
sustituciones de nucledtidos. EI ARNm y la proteina resultantes pueden tener, pero no es necesario, una estructura
o funcion alteradas. Los alelos pueden ser identificados utilizando mecanismos convencionales (tales como
hibridacion, amplificacion y/o comparacién de secuencias de las bases de datos).

Se puede realizar una mutagénesis de las secuencias de polinucledtido descritas para alterar una o mas
propiedades del polipéptido codificado, tales como su especificidad de unién o su fuerza de union. Los mecanismos
para la mutagénesis son bien conocidos en la técnica, y se utilizan ampliamente para crear variantes tanto de
polipéptidos como de polinucledtidos. Se emplea un enfoque de mutagénesis, tal como la mutagénesis de sitio
especifico, para la preparacion de variantes y/o derivados de los polipéptidos descritos en la presente memoria. Por
medio de este enfoque, se realizan modificaciones especificas en una secuencia de polipéptidos por medio de
mutagénesis de los polinucledtidos subyacentes que los codifican. Estos mecanismos proporcionan un enfoque
sencillo para preparar y someter a ensayo variantes de secuencia, por ejemplo, incorporando una o mas de las
consideraciones anteriores, al introducir uno 0 mas cambios en la secuencia de nucleétidos del polinucleétido.

La mutagénesis especifica del sitio permite la produccion de mutantes a través del uso de secuencias especificas de
oligonucledtidos incluida la secuencia de nucledtidos de la mutacion deseada, asi como un numero suficiente de
nucleotidos adyacentes, para proporcionar una secuencia cebadora con un tamafio y una complejidad de secuencia
suficientes para formar un duplex estable en ambos lados de la conexién por delecion que esta siendo atravesada.
Se emplean mutaciones en una secuencia de polinucleétidos seleccionada para mejorar, alterar, disminuir,
modificar, o cambiar de otro modo las propiedades del propio polinucleétido, y/o alterar las propiedades, la actividad,
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la composicion, la estabilidad, o la secuencia primaria del polipéptido codificado.

Las secuencias de polinucleétidos descritas en la presente memoria se pueden utilizar como sondas o cebadores
para la hibridacién de acidos nucleicos, p. €j., como cebadores para la PCR. La capacidad de tales sondas de acido
nucleico para hibridar especificamente con una secuencia de interés les permite detectar la presencia de secuencias
complementarias en una muestra dada. Sin embargo, también son posibles otros usos, tales como el uso de la
informacién de la secuencia para la preparacion de cebadores de especies mutantes, o cebadores para su uso en la
preparacion de otras construcciones genéticas. Como tales, son particularmente utiles los segmentos de &cido
nucleico que incluyen una regién de secuencia de secuencia contigua de al menos aproximadamente 15 nucleétidos
de longitud que tiene la misma secuencia que, o0 es complementaria a, una secuencia contigua de 15 nucleétidos de
longitud descrita en la presente memoria. También se pueden utilizar secuencias idénticas o complementarias
contiguas mas largas, p. €j., las de aproximadamente 20, 30, 40, 50, 100, 200, 500, 1000 (incluyendo todas las
longitudes intermedias) incluyendo las secuencias completas, y todas las longitudes intermedias.

Las moléculas de polinucledtidos que tienen regiones de secuencia que consisten en tramos de nucleétidos
contiguos de 10-14, 15-20, 30, 50, o incluso de uno 100-200 nucledtidos (incluyendo también las longitudes
intermedias), idénticos o complementarios a una secuencia de polinucleétidos descrita en la presente memoria, se
contemplan particularmente como sondas de hibridacién para su uso, p. €j., en la transferencia Southern y Northern,
y/o cebadores para su uso, p. €j., en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El tamafio total del fragmento,
asi como el tamanfo del tramo o los tramos complementarios, depende por ultimo del uso o la aplicacién pretendidos
del segmento de acido nucleico concreto. Generalmente se utilizan fragmentos mas pequefos en la hibridacion, en
donde la longitud de la regién complementaria contigua se puede variar, por ejemplo entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 100 nucleétidos, pero se pueden utilizar tramos complementarios contiguos mas largos, de
acuerdo con la longitud de las secuencias complementarias que se desea detectar.

El uso de una sonda de hibridacién de aproximadamente 15-25 nucledtidos de longitud permite la formacion de una
molécula duplex que es tanto estable como selectiva. Generalmente se prefieren moléculas que tienen secuencias
complementarias contiguas a lo largo de tramos de mas de 12 bases de longitud, aunque, con el fin de incrementar
la estabilidad y la selectividad del hibrido, y de ese modo mejorar la calidad y el grado de especificidad de las
moléculas hibridas especificas obtenidas. Generalmente se prefieren moléculas de acido nucleico que tienen tramos
complementarios del gen de 15 a 25 nucledtidos contiguos, o incluso mas largas cuando se desee.

Las sondas de hibridacion se seleccionan a partir de cualquier porcion de cualquiera de las secuencias descritas en
la presente memoria. Todo lo que se requiere es revisar las secuencias mostradas en la presente memoria, o
cualquier porcién continua de las secuencias, de aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud hasta e incluyendo
la secuencia completa, que se desea utilizar como sonda o cebador. La eleccion de las secuencias de la sonda y el
cebador esta regida por diversos factores. Por ejemplo, se puede desear emplear cebadores desde los extremos de
la secuencia total.

Los polinucleétidos o los fragmentos o variantes de los mismos, se preparan facilmente, por ejemplo, sintetizando
directamente el fragmento mediante métodos quimicos, como se pone en practica comunmente utilizando un
sintetizador de oligonucleétidos automatizado. Asimismo, se obtienen fragmentos mediante la aplicacion de la
tecnologia de reproduccién de acidos nucleicos, tales como la tecnologia de PCR(TM) de la Patente de los Estados
Unidos 4.683.202, introduciendo secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para la produccion
recombinante, y mediante otros mecanismos de ADN recombinante generalmente conocidos por los expertos en la
técnica de la biologia molecular.

Vectores, Células Anfitrionas y Métodos Recombinantes

Los autores de la presente invencion también describen vectores y células anfitrionas que comprenden un acido
nucleico descrito en la presente memoria, asi como mecanismos recombinantes para la produccion de un
polipéptido de la presente descripcidn. Los vectores incluyen aquellos susceptibles de replicacion en cualquier tipo
de célula u organismo, incluyendo, p. €j., plasmidos, fagos, cosmidos, y minicromosomas. Los vectores pueden ser
adecuados para la propagacion o replicacién de un polinucledtido, o vectores adecuados para expresar un
polipéptido de la presente descripcion. Tales vectores son conocidos en la técnica y asequibles comercialmente.

Los polinucledtidos se sintetizan, enteros o en partes que después se combinan, y se insertan en un vector
utilizando los mecanismos rutinarios de la biologia molecular y celular, incluyendo, p. ej., la subclonacién del
polinucledtido en un vector linealizado utilizando sitios de restriccion y enzimas de restriccion apropiados. Los
polinucledtidos se amplifican mediante reaccién en cadena de la polimerasa utilizando cebadores oligonucleétidos
complementarios a cada hebra del polinucleétido. Estos cebadores también incluyen sitios de escision para enzimas
de restriccion para facilitar la subclonacién en un vector. Los componentes replicables del vector incluyen
generalmente, pero no estan limitados a, uno o méas de los siguientes: una secuencia sefal, un origen de replicacion,
y uno o mas genes marcadores o seleccionables.

Con el fin de expresar un polipéptido de la presente descripcion, se insertan las secuencias de nucledtidos que
codifican el polipéptido, o equivalentes funcionales, en un vector de expresion apropiado, es decir, un vector que
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contiene los elementos necesarios para la transcripcion y la traduccion de la secuencia codificante insertada. Se
utilizan los métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
contienen secuencias que codifican un polipéptido de interés y elementos de control de la transcripcion y la
traduccion apropiados. Estos métodos incluyen mecanismos de ADN recombinante in vitro, mecanismos sintéticos, y
recombinacion genética in vivo. Dichos mecanismos los describen, por ejemplo, Sambrook, J., et al. (1989) en
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., y Ausubel, F. M. et al. (1989) en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York. N.Y.

Se utiliza una variedad de sistemas de vector de expresion/anfitrion para que contengan y expresen secuencias de
polinucledtidos. Estos incluyen, pero no estan limitados a, microorganismos tales como bacterias transformadas con
bacteriéfagos recombinantes, plasmidos, o vectores de expresion de ADN cosmidico; levadura transformada con
vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insectos infectados con vectores de expresion de virus (p.
ej., baculovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de expresion de virus (p. €j., virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion bacteriana (p. €j.,
plasmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales. En una realizacion las regiones variables de un gen que
expresa un anticuerpo monoclonal de interés se amplifican a partir de una célula de hibridoma utilizando cebadores
nucleotidicos. Estos cebadores son sintetizados por un experto en la técnica, o pueden ser adquiridos de fuentes
disponibles en el mercado (véase, p. ej., Stratagene (La Jolla, California), que comercializan cebadores para
amplificar regiones variables de ratén y humanas. Los cebadores se utilizan para amplificar regiones variables de la
cadena pesada o ligera, que después se insertan en vectores tales como ImmunoZAP(TM) H o ImmunoZAP = L
(Stratagene), respectivamente. Estos vectores se introducen después en E. coli, levadura, o sistemas basados en
mamiferos para su expresion. Utilizando estos métodos se producen grandes cantidades de una proteina de cadena
sencilla que contiene una fusién de los dominios Vi y V| (véase Bird et al, Science 242:423-426 (1988)).

Los "elementos de control" o "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresion son aquellas regiones
no traducidas del vector, p. €j., intensificadores, promotores, regiones no traducidas 5' y 3', que interaccionan con las
proteinas celulares del anfitrién para llevar a cabo la transcripcion y la traduccion. Tales elementos pueden variar en
su fuerza y especificidad. Dependiendo del sistema vector y del anfitrion utilizados, se utiliza cualquier numero de
elementos de transcripcién y traduccion adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles.

Los ejemplos de los promotores adecuados para su uso con anfitriones procariéticos incluyen el promotor phoa, los
sistemas promotores de B-lactamasa y de lactosa, el promotor de fosfatasa alcalina, un sistema promotor de
triptéfano (trp), y promotores hibridos tales como el promotor tac. No obstante, son adecuados otros promotores
bacterianos conocidos. Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también contienen normalmente una
secuencia de Shine-Dalgarno conectada operablemente al ADN que codifica el polipéptido. Se utilizan promotores
inducibles tales como el promotor lacZ hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el
plasmido PSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) y similares.

Se conoce una variedad de secuencias promotoras para eucariotas y se puede utilizar cualquiera en los vectores
descritos en la presente memoria. Virtualmente todos los genes eucariéticos tienen una region rica en AT localizada
aproximadamente 25 a 30 bases aguas arriba del sitio en el que se inicia la transcripcién. Otra secuencia encontrada
70 a 80 bases aguas arriba del inicio de la transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT en donde N
puede ser cualquier nucledtido. En el extremo 3' de la mayor parte de los genes eucariéticos se encuentra una
secuencia AATAAA que puede ser la sefal para la adicion de la cola de poli A al extremo 3' de la secuencia
codificante. Todas estas secuencias se insertan adecuadamente en los vectores de expresion eucarioticos.

En los sistemas celulares de mamiferos, se prefieren generalmente promotores de genes de mamiferos o de virus
de mamiferos. La expresion de polipéptidos a partir de vectores en células anfitrionas de mamifero esta controlada,
por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el virus del polioma, el virus de la viruela
aviar, adenovirus {p. ej., Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus (CMV),
un retrovirus, virus de la hepatitis B y lo mas preferiblemente Virus de Simios 40 (SV40), de promotores de mamifero
heterdlogos, p. €j., el promotor de la actina o un promotor de inmunoglobulina, y de promotores de choque térmico,
siempre que tales promotores sean compatibles con los sistemas de la célula anfitriona. Si es necesario generar una
linea celular que contiene multiples copias de la secuencia que codifica un polipéptido, se pueden utilizar
ventajosamente vectores basados en SV40 o EBV con un marcador seleccionable apropiado. Un ejemplo de un
vector de expresion adecuado es pcDNA-3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), que incluye un promotor de CMV.

Se encuentran disponibles numerosos sistemas de expresion basados en virus para la expresion de polipéptidos en
mamiferos. Por ejemplo, en los casos en los que se utiliza un adenovirus como vector de expresion, se pueden ligar
las secuencias que codifican un polipéptido de interés en un complejo de transcripcion/traduccidon de adenovirus que
consiste en el promotor tardio y una secuencia lider tripartita. Se puede utilizar la insercion en una regién E1 o E3 no
esencial del genoma viral para obtener un virus viable que es capaz de expresar el polipéptido en células anfitrionas
infectadas (Logan, J. y Shenk, T. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3655-3659). Ademas, se pueden utilizar
intensificadores de la transcripcion, tales como el intensificador del virus del sarcoma de Rous (RSV), para
incrementar la expresion en células anfitrionas de mamifero.

En sistemas bacterianos, se selecciona cualquiera de los numerosos vectores de expresion dependiendo del uso
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pretendido para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se desean grandes cantidades, se utilizan los
vectores que dirigen la expresion de elevado nivel de las proteinas de fusion que son facilmente purificadas. Tales
vectores incluyen, pero no estan limitados a, los vectores de clonacién y expresion de E. coli multifuncionales tales
como BLUESCRIPT (Stratagene), en los que se puede ligar la secuencia que codifica del polipéptido de interés en el
vector en marco con las secuencias para la Met amino terminal y los 7 residuos subsiguientes de 3-galactosidasa,
de manera que se produce una proteina hibrida; los vectores pIN (Van Heeke, G. y S. M. Schuster (1989) J. Biol.
Chem. 264:5503-5509); y similares. También se utilizan los Vectores pGEX (Promega, Madison, WI) para expresar
polipéptidos foraneos como proteinas de fusion con glutationa S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de
fusién son solubles y se pueden purificar facilmente de las células lisadas mediante adsorcion a cuentas de
glutationa-agarosa seguido de elucion en presencia de glutationa libre. Las proteinas elaboradas en tales sistemas
se disefian para que incluyan heparina, trombina, o sitios de escision para la proteasa factor XA de manera que los
polipéptidos clonados de interés puedan ser liberados del radical GST a voluntad.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se utilizan numerosos vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles tales como el factor alfa, la alcohol oxidasa, y PGH. Los ejemplos de otras secuencias promotoras
adecuadas para su uso con anfitriones de levadura incluyen los promotores para la 3-fosfoglicerato quinasa u otras
enzimas (licoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas, hexoquinasa, piruvato
descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa,
triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa, y glucoquinasa. Para las revisiones, véanse Ausubel et al. (mas
arriba) y Grant et al. (1987) Methods Enzymol. 153:516-544. Otros promotores de levadura que son promotores
inducibles que tienen la ventaja adicional de la transcripcion controlada por las condiciones de crecimiento incluyen
las regiones promotoras para la alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradativas
asociadas con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas
responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa. Los vectores y promotores adecuados para su uso en la
expresion en levaduras se describen adicionalmente en la Patente Europea EP 73.657. Los intensificadores de
levadura también se utilizan ventajosamente con los promotores de levadura.

En los casos en los que se utilizan vectores de expresion de plantas, la expresion de las secuencias que codifican
los polipéptidos esta dirigida por cualquiera de numerosos promotores. Por ejemplo, se utilizan promotores virales
tales como los promotores 35S y 19S de CaMV solos o combinados con la secuencia lider omega de TMV
(Takamatsu, N. (1987) EMBO J. 6:307-311. Alternativamente, se utilizan promotores de plantas como los
promotores de la subunidad pequefia de RUBISCO o de choque térmico (Coruzzi, G. et al. (1984) EMBO J. 3:1671-
1680; Broglie, R. et al. (1984) Science 224:838-843; y Winter, J., et al. (1991) Results Probl. Cell Differ. 17:85-105).
Estos constructos se pueden introducir en células vegetales mediante transformacion directa de ADN o transfeccion
mediada por patdgenos. Tales mecanismos se describen en numerosas revisiones generalmente disponibles
(véase, p. ej., Hobbs, S. o Murry, L. E. en McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1992) McGraw Hill,
Nueva York, N.Y.; pags. 191-196).

También se utiliza un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en uno de tales
sistemas, se utiliza el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar
genes foraneos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el
polipéptido se clonan en una regién no esencial del virus, tal como el gen de la polihedrina, y se colocan bajo el
control del promotor de la polihedrina. La insercion satisfactoria de la secuencia que codifica el polipéptido deja
inactivo el gen de la polihedrina y produce virus recombinantes carentes de proteina de la envoltura. Después se
utilizan los virus recombinantes para infectar, por ejemplo, células de S. Frugiperda o larvas de Trichoplusia, en las
cuales se expresa el polipéptido de interés (Engelhard, E. K. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91:3224-3227).

También se utilizan sefiales de iniciacion especificas para lograr una traduccion mas eficaz de las secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Tales sefales incluyen el codén de iniciacion ATG vy las secuencias adyacentes.
En los casos en los que las secuencias que codifican el polipéptido, su codén de iniciacién, y las secuencias aguas
arriba se insertan en el vector de expresién apropiado, pueden no ser necesarias sefiales de control de la
transcripcion o la traduccion adicionales. Sin embargo, en los casos en los que solamente se inserta la secuencia
codificante, o una porcion de la misma, se proporcionan sefiales de control de la traduccion exdgenas incluyendo el
cododn de iniciacion ATG. Ademas, el coddn de iniciacion esta en el marco de lectura correcto para asegurar una
traduccion correcta del polinucledtido insertado. Los elementos traduccionales y los codones de iniciacion exégenos
son de diferentes origenes, tanto naturales como sintéticos.

La transcripcion de un ADN que codifica un polipéptido a menudo resulta incrementada insertando una secuencia
intensificadora en el vector. Se conocen muchas secuencias intensificadoras, incluyendo, p. €j., las identificadas en
los genes que codifican la globina, la elastasa, la albumina, la a-fetoproteina, y la insulina. Tipicamente, sin
embargo, se utiliza un intensificador de un virus de una célula eucariética. Los ejemplos incluyen el intensificador de
SV40 del lado tardio del origen de replicacién (pb 100-270), el intensificador del promotor temprano de
citomegalovirus, el intensificador del polioma del lado tardio del origen de replicacion, y los intensificadores de
adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre los elementos intensificadores para la activacion
de los promotores eucariéticos. El intensificador se empalma en el vector en una posicion 5' o 3' con respecto a la
secuencia que codifica el polipéptido, pero preferiblemente se localiza en un sitio 5' con respecto al promotor.
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Los vectores de expresion utilizados en células anfitrionas eucariéticas (células de levadura, hongos, insectos,
plantas, animales, seres humanos, o nucleadas de otros organismos multicelulares) también contienen tipicamente
las secuencias necesarias para la terminacion de la transcripcion y para la estabilizacion del ARN. Tales secuencias
se encuentran disponibles comunmente de las regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente 3', de ADN o ADNc
eucarioticos o virales. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos en forma de fragmentos
poliadenilados en la porcion no traducida del ARNm que codifica un anticuerpo anti-PSCA. Un componente de la
terminacion de la transcripcién util es la regién de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. Véase el
documento WO 94/11026 y el vector de expresion alli descrito.

Las células anfitrionas adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores en la presente memoria son las
células de procariotas, de levadura, de plantas o de eucariotas superiores descritas mas arriba. Los ejemplos de los
procariotas adecuados para este fin incluyen eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos,
por ejemplo, Enterobacteriaceae tales como Escherichia, p. €j., E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, p. ej., Salmonella typhimurium, Serratia, p. €., Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales
como B. subtilis y B. licheniformis (p. €j., B. licheniformis 41P descrito en el documento DD 266.710 publicado el 12
Abr. 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un anfitrién de clonacién de E. coli preferido
es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque son adecuadas otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC
31,537), y E. coliW3110 (ATCC 27,325). Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes.

El mas ampliamente utilizada entre los microorganismos anfitriones eucariéticos inferiores es Saccharomyces
cerevisiae, o levadura panadera comun. Sin embargo, se encuentran disponibles cominmente otros numerosos
géneros, especies, y cepas y se utilizan en la presente memoria, tales como Schizosaccharomyces pombe;
anfitriones de Kluyveromyces tales como, p. €j., K. lactis K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K.
wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans, y K.
marxianus; Yarrowia (Patente Europea EP 402,226); Pichia pastoris. (Patente Europea EP 183.070); Candida;
Trichoderma reesia (Patente Europea EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como
Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como, p. ej., anfitriones de Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium, y Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Se puede seleccionar una cepa de una célula anfitriona por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias deseadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, pero no estan limitadas a, acetilacion, carboxilacién, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion, y
acilacion. El procesamiento post-traduccional que escinde una forma "prepro" de la proteina también se utiliza para
facilitar la insercion, el plegamiento y/o la funcién correctos. Se seleccionan diferentes células anfitrionas tales como
CHO, COS, HelLa, MDCK, HEK293, y WI38, que tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para tales actividades post-traduccionales, para asegurar una correcta modificacién y procesamiento
de la proteina foranea.

Los métodos y reactivos adaptados especificamente para la expresion de anticuerpos o fragmentos de los mismos
también son conocidos y se encuentran disponibles en la técnica, incluyendo los descritos, p. €j., en las Patentes de
los Estados Unidos Nums. 4816567 y 6331415. Las cadenas pesadas y ligeras, o los fragmentos de las mismas, se
pueden expresar a partir del mismo vector de expresion o de vectores de expresion separados. Opcionalmente,
ambas cadenas se expresan en la misma célula, facilitando de ese modo la formacion de un anticuerpo funcional o
fragmento del mismo.

Los anticuerpos completos, los fragmentos de anticuerpos, y las proteinas de fusién con anticuerpos se producen en
bacterias, en particular cuando no son necesarias la glicosilacion y la funcion efectora de Fc, por ejemplo cuando se
conjuga el anticuerpo terapéutico con un agente citotoxico (p. ej., una toxina) y el producto inmunoconjugado
muestra por si mismo eficacia en la destrucciéon de las células infectadas. Para la expresién de fragmentos de
anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véanse, p. ej., las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.648.237,
5.789.199, y 5.840.523, que describen la region de inicio de la traduccion (TIR) y las secuencias sefial para optimizar
la expresion y la secrecion. Después de la expresién, se aisla el anticuerpo de la pasta celular de E. coli en una
fraccion soluble y se puede purificar, p. €j. a través de una columna de proteina A o G dependiendo de su isotipo. La
purificacion final se puede llevar a cabo utilizando un proceso similar al utilizado para purificar anticuerpos
expresados p. €j., en células CHO.

Las células anfitrionas adecuadas para la expresion de polipéptidos y anticuerpos glicosilados se obtienen de
organismos multicelulares. Los ejemplos de las células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos. Se
han identificado numerosas cepas y variantes baculovirales y las correspondientes células anfitrionas de insectos
permisivos de anfitriones tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopicius
(mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Se encuentra disponible al publico una
variedad de cepas virales para la transfeccion, p. ej., la variante L-I de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5
de Bombyx mori NPV, y tales virus se utilizan como virus, particularmente para la transfeccion de células de
Spodoptera frugiperda. Los cultivos de células vegetales de algoddn, maiz, patata, soja, petunia, tomate, y tabaco
también se utilizan como anfitriones.

Se describen los métodos de propagacién de los polipéptidos de anticuerpos y los fragmentos de los mismos en
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células de vertebrados en cultivo (cultivo de tejidos). Los ejemplos de las lineas celulares de anfitriones mamiferos
que se pueden utilizar son la linea CVI de rifidn de mono transformada con SV40 (COS-7, ATGC CRL 1651); la linea
de rifidn embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspensiéon, Graham
et al, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); las células de rifidn de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); las células de ovario
de hamster Chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); las células Sertoli de ratén
(TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); las células de rifién de mono (CVI ATCC CCL 70); las células de
riién de mono verde Africano (VERO-76, ATCC CRL- 1587); las células de carcinoma cervical humano (HELA,
ATCC CCL 2); las células de rifidn canino (MDCK, ATCC CCL 34); las células de higado de rata bufalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); las células de pulmoén humano (W138, ATCC CCL 75); las células de higado humano (Hep G2,
HB 8065); de tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); las células TRI (Mather et al, Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); las células MRC 5; las células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células anfitrionas se transforman con los vectores de expresién o clonacién anteriormente descritos para la
produccién del polipéptido y se cultivan en medio nutriente convencional modificado seguin sea apropiado para
inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Para la produccion con un elevado rendimiento, a largo plazo de proteinas recombinantes, generalmente se prefiere
la expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan establemente un polinucledtido de interés se
transforman utilizando vectores de expresién que contienen origenes de replicacion virales y/o elementos de
expresion endogenos y un gen marcador seleccionable en el mismo vector o en un vector separado. Después de la
introduccion del vector, se permite el crecimiento de las células durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de
cambiarlas a medio selectivo. El propésito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccioén, y su
presencia permite el crecimiento y recuperacion de las células que expresan satisfactoriamente las secuencias
introducidas. Los clones resistentes de las células transformadas establemente se hacen proliferar utilizando
técnicas para el cultivo de tejidos apropiadas para el tipo de célula.

Se utiliza una pluralidad de sistemas de seleccion para recuperar las lineas celulares transformadas. Estos incluyen,
pero no estan limitados a, los genes de la timidina quinasa del virus herpes simplex (Wigler, M. et al. (1977) Cell
11:223-32) y de la adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, I. et al. (1990) Cell 22:817-23) que se emplean en células
tk- o aprt’, respectivamente. Asimismo, se utiliza la resistencia a, antimetabolitos, antibiéticos o herbicidas como
base para la seleccion; por ejemplo, dhfr, que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, M. et al. (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. 77:3567-70); npt, que confiere resistencia a los aminoglicésidos, neomicina y G-418 (Colbere-Garapin, F.
et al. (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14); y als o pat, que confieren resistencia a clorsulfuron y fosfinotricina
acetiltransferasa, respectivamente (Murry, mas arriba). Se han descrito genes seleccionables adicionales. Por
ejemplo, trpB permite que las células utilicen indol en lugar de triptéfano, e hisD permite que las células utilicen
histinol en lugar de histidina (Hartman, S. C. y R. C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:8047-51). El uso de
marcadores visibles ha ganado popularidad con marcadores tales como antocianinas, beta-glucuronidasa y su
sustrato GUS, y luciferasa y su sustrato luciferina, que estan siendo utilizados ampliamente no solo para identificar
transformantes, si no también para cuantificar la cantidad de expresién de proteina transitoria o estable atribuible a
un sistema vector especifico (Rhodes, C. A. et al. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131).

Aunque la presencia/ausencia de expresion del gen marcador sugiere que el gen de interés también esta presente,
se confirma su presencia y su expresion. Por ejemplo, si la secuencia que codifica un polipéptido esta insertada en
una secuencia de un gen marcador, se identifican las células recombinantes que contienen las secuencias por
medio de la ausencia de una funcion del gen marcador. Alternativamente, un gen marcador se coloca en tandem con
una secuencia que codifica un polipéptido bajo el control de un unico promotor. La expresion del gen marcador en
respuesta a la induccioén o seleccién indica normalmente también la expresion del gen en tandem.

Alternativamente, las células anfitrionas que contienen y expresan una secuencia de polinucleétidos deseada se
identifican por medio de una variedad de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos
procedimientos incluyen, pero no estan limitados a, hibridaciones ADN-ADN o ADN-ARN y mecanismos de
bioandlisis o inmunoanalisis de proteinas que incluyen, por ejemplo, tecnologias basadas en membranas,
soluciones, o chips para la deteccion y/o cuantificacion de acidos nucleicos o proteinas.

Se conoce en la técnica una variedad de protocolos para detectar y medir la expresién de productos codificados por
polinucledtidos, utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto. Los ejemplos no
limitantes incluyen el analisis de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA), el radioinmunoanalisis (RIA), y la
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Se prefiere un inmunoanalisis basado en anticuerpos
monoclonales, de dos sitios que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos con dos epitopos que no interfieren
sobre un polipéptido para algunas aplicaciones, pero también se puede emplear un analisis de unién competitivo.
Estos y otros analisis se describen, entre otros sitios, en Hampton, R. et al. (1990; Serological Methods, a Laboratory
Manual, APS Press, St Paul. Minn.) y Maddox, D. E. et al. (1983; J. Exp. Med. 158:1211-1216).

Diferentes marcas y mecanismos de conjugacién son conocidos por los expertos en la técnica y se utilizan en varios
analisis de acidos nucleicos y aminoacidos. Los métodos para producir la hibridacion marcada o las sondas para la
PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen el oligomarcaje, el traslado de muescas, el
marcaje de extremos o la amplificacion por PCR utilizando un nucleétido marcado. Alternativamente, las secuencias,
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o cualquiera de sus porciones se clonan en un vector para la produccion de una sonda de ARNm. Tales vectores
son conocidos en la técnica, se encuentran disponibles en el mercado, y se utilizan para sintetizar sondas de ARN in
vitro mediante la adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3, o SP6 y nucleétidos marcados. Estos
procedimientos se llevan a cabo utilizando una variedad de kits disponibles en el mercado. Las moléculas
informadoras o marcas adecuadas que se utilizan incluyen, pero no estan limitadas a, radionuclidos, enzimas,
agentes fluorescentes, quimioluminescentes, o cromogénicos asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas, y similares.

El polipéptido producido por una célula recombinante es secretado o esta contenido intracelularmente dependiendo
de la secuencia y/o el vector utilizados. Los vectores de expresion que contienen polinucleétidos descritos en la
presente memoria se disefian para que contengan secuencias sefial que dirijan la secrecion del polipéptido
codificado a través de una membrana celular procariética o eucariotica.

Se puede producir un polipéptido de la descripcion como un polipéptido de fusion que incluye adicionalmente un
dominio polipeptidico que facilita la purificacién de proteinas solubles. Tales dominios que facilitan la purificacién
incluyen, pero no estan limitados a, péptidos quelantes metdlicos tales como moédulos de histidina-triptéfano que
permiten la purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacion sobre
inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de extension/purificacion por afinidad FLAGS
(Amgen, Seattle, WA). La inclusion de secuencias conectoras escindibles tales como aquellas especificas para el
Factor XA o la enteroquinasa (Invitrogen. San Diego, CA) entre el dominio de purificacién y el polipéptido codificado
se utilizan para facilitar la purificacion. Un vector de expresion ilustrativo proporciona la expresion de una proteina de
fusion que contiene un polipéptido de interés y un acido nucleico que codifica 6 residuos de histidina que precede
una tiorredoxina o un sitio de escisién de enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion sobre
IMIAC (cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados) como describen Porath, J. et al. (1992, Prot.
Exp. Purif. 3:263-281) mientras el sitio de escision de enteroquinasa proporciona un método para purificar el
polipéptido deseado a partir de la proteina de fusién. Se proporciona un debate sobre los vectores utilizados para
producir proteinas de fusion en Kroll, D. J. et al. (1993; DNA Cell Biol. 12:441-453).

Opcionalmente, se fusiona un polipéptido de la presente descripcion con un polipéptido heterélogo, que puede ser
una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina
madura o polipéptido. La secuencia sefal heteréloga seleccionada preferiblemente es una que es reconocida y
procesada (es decir, escindida por una peptidasa sefial) por la célula anfitriona. Para las células anfitrionas
procarioticas, la secuencia sefial se selecciona, por ejemplo, del grupo de la fosfatasa alcalina, la penicilinasa, 1pp, o
los lideres de enterotoxina Il estables al calor. Para la secrecién en levaduras, la secuencia sefial se selecciona, p.
gj., entre el lider de invertasa de levadura, el lider del factor a (incluyendo los lideres de factoresde
Saccharomyces y Kluyveromyces), o el lider de la fosfatasa acida, el lider de la glucoamilasa de C. albicans, o la
sefal descrita en el documento WO 90/13646. En la expresion en células de mamiferos, se encuentran disponibles
secuencias sefial de mamifero asi como lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial gD del herpes simplex.

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el polipéptido o anticuerpo son producidos intracelularmente, en el
espacio periplasmico, o secretados directamente al medio. Si el polipéptido o anticuerpo son producidos
intracelularmente, como primera etapa, el desecho particulado, ya sean células anfitrionas o fragmentos lisados, se
eliminan, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)
describen un procedimiento para aislar anticuerpos que son secretados al espacio periplasmico de E. coli.
Brevemente, se descongela la pasta celular en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) a lo largo de aproximadamente 30 min. El desecho celular se elimina por centrifugacion.
Cuando el polipéptido o el anticuerpo son secretados al medio, los sobrenadantes de tales sistemas de expresion se
concentran primero generalmente utilizando un filiro de concentracién de proteina disponible en el mercado, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Opcionalmente, se incluye un inhibidor de proteasa
tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la proteolisis y se incluyen antibidticos para
prevenir el crecimiento de contaminantes adventicios.

La composicion de polipéptido o anticuerpo preparada a partir de las células se purifica utilizando, por ejemplo,
cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia
de afinidad la técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de
la especie y el isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el polipéptido o anticuerpo.
La proteina A se utiliza para purificar anticuerpos o fragmentos de los mismos que se basan en cadenas pesadas v1,
Y2, 0 Y4 humanas (Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los
isotipos de raton y para y3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual se ancla el ligando
de afinidad es muy a menudo agarosa, pero se encuentran disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente
estables tales como el vidrio de poro controlado o el poli(estirenodivinil)lbenzeno permiten velocidades de flujo
mayores y tiempos de procesamiento mas cortos que los que se pueden alcanzar con agarosa. Cuando el
polipéptido o el anticuerpo comprenden un dominio Cy 3, resulta util para la purificacion la resina Bakerbond ABX™
(J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.). Otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como el fraccionamiento sobre
una columna de intercambio idnico, la precipitacion en etanol, la HPLC en Fase Inversa, la cromatografia sobre
silice, la cromatografia sobre heparina-SEPHAROSE™ sobre una resina de intercambio aniénico o catiénico (tal
como una columna de poli(acido aspartico), el cromatoenfoque, la SDS-PAGE, y la precipitacion con sulfato de
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amonio también se encuentran disponibles dependiendo del polipéptido o anticuerpo que se vaya a recuperar.

Después de cualquiera de las etapas de purificacién preliminares, la mezcla que comprende el polipéptido o
anticuerpo de interés y los contaminantes se somete a cromatografia de interaccién hidréfoba a pH bajo utilizando
un tampon de elucién a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, preferiblemente realizada a baja concentracion de sal
(p. €j., una concentracion de sal de aproximadamente 0-0,25 M).

Composiciones Farmacéuticas

La invencion incluye adicionalmente formulaciones farmacéuticas que incluyen un anticuerpo de la presente
invencion, con un grado de pureza deseado, y un portador, excipiente, o estabilizador farmacéuticamente aceptable
(Remingion's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)). En ciertas realizaciones, las formulaciones
farmacéuticas se preparan para aumentar la estabilidad del anticuerpo durante el almacenamiento, p. €j., en forma
de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes, o estabilizadores aceptables no son
téxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen, p. gj., tampones tales
como acetato, Tris, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina;
conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio,
cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil- o propilparabeno; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente
10 residuos); proteinas, tales como seralbumina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparragina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales
como EDTA,; agentes isotonicos tales como trehalosa y cloruro de sodio; azucares tales como sacarosa, manitol,
trehalosa o sorbitol; tensioactivos tales como polisorbato; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (p. ej. complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). En ciertas realizaciones, la formulacién terapéutica comprende
preferiblemente el anticuerpo a una concentracion entre 5-200 mg/ml, preferiblemente entre 10-100 mg/ml.

Las formulaciones en la presente memoria también contienen uno o mas agentes terapéuticos adicionales
adecuados para el tratamiento de la indicacion concreta, p. €j. la infecciéon que esté siendo tratada, o para prevenir
efectos secundarios no deseados. Preferiblemente, el agente terapéutico adicional tiene una actividad
complementaria al anticuerpo de la presente invencion, y los dos no se afectan adversamente entre si. Por ejemplo,
ademas del anticuerpo de la invencion, se afiade a la formulacién un segundo anticuerpo o anticuerpo adicional,
agente anti-viral, agente anti-infectivo y/o cardioprotector. Tales moléculas estan presentes adecuadamente en la
formulacion farmacéutica en cantidades que son eficaces para el propdsito pretendido.

Los ingredientes activos, p. ej. los anticuerpos de la invencion, y otros agentes terapéuticos, también son atrapados
en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por medio de técnicas de coacervacién o por medio de polimerizacion
interfacial (por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli(metacrilato de
metilo), respectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas se describen en
Remingion's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Se preparan preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de las preparaciones de liberacion
sostenida incluyen, pero no estan limitadas a, matrices semi-permeables de polimeros hidréfobos sélidos que
contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos moldeados, p. €j., peliculas, o microcapsulas.
Los ejemplos no limitantes de las matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (Patente de los Estados Unidos Num.
3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y vy-etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable,
copolimeros acido lactico-acido glicolico degradables tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables
compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolida), y &acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutilico.

Las formulaciones que se van a utilizar para la administracién in vivo son preferiblemente estériles. Esto se puede
lograr facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Usos Diagndsticos

Los anticuerpos y sus fragmentos, y las composiciones terapéuticas de la invencion se unen especificamente o se
unen preferentemente a células o tejido infectados, en comparacién con las células y tejido de control normales. Asi,
estos anticuerpos de influenza A se utilizan para detectar células o tejidos infectados en un paciente, muestra
biolégica o poblacién celular, utilizando cualquiera de una variedad de métodos diagnédsticos y progndsticos,
incluyendo los descritos en la presente memoria. La capacidad de un anticuerpo especifico anti-M2e para detectar
células infectadas depende de su especificad de union, que es determinada facilmente sometiendo a ensayo su
capacidad para unirse a células o tejidos infectados obtenidos de diferentes pacientes, y/o de pacientes infectados
por diferentes cepas de Influenza A. Los métodos diagndsticos generalmente implican poner en contacto una
muestra bioldgica obtenida de un paciente, tal como, p. €j., sangre, suero, saliva, orina, esputo, una muestra de frotis
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celular, o una biopsia de tejido, con un anticuerpo p. €j., contra HuM2e de Influenza A, y determinar si el anticuerpo
se une preferentemente a la muestra en comparacidon con una muestra de control o un valor de corte
predeterminado, indicando de ese modo la presencia de células infectadas. En realizaciones concretas, se unen al
menos dos veces, tres veces, o cinco veces mas anticuerpo contra HuM2e a una célula infectada en comparacion
con una muestra de célula o tejido normal de control apropiados. Un valor de corte predeterminado se determina, p.
ej., promediando la cantidad de anticuerpo contra HuM2e que se une a varias muestras de control apropiadas
diferentes en las mismas condiciones utilizadas para realizar el andlisis diagndstico de la muestra bioldgica que se
esta sometiendo a ensayo.

El anticuerpo unido se detecta utilizando los procedimientos descritos en la presente memoria y conocidos en la
técnica. En ciertas realizaciones, los métodos diagndsticos de las descripcion se ponen en practica utilizando
anticuerpos HuMZ2e que son conjugados a una marca detectable, p. ej., un fluoréforo, para facilitar la deteccion de
anticuerpo unido. Sin embargo, también se ponen en practica utilizando métodos de deteccién secundarios del
anticuerpo. Estos incluyen, por ejemplo, RIA, ELISA, precipitacion, aglutinacion, fijaciéon del complemento e
inmunofluorescencia.

En ciertos procedimientos, se marcan los anticuerpos contra HuM2e. La marca se detecta directamente. Las marcas
ilustrativas que se detectan directamente incluyen, pero no estan limitadas a, radiomarcas y fluorocromos.
Alternativamente, o ademas, las marcas son radicales, tales como enzimas, que se deben hacer reaccionar o
derivatizar para ser detectadas. Los ejemplos no limitantes de las marcas isotdpicas son *Tc, *C, "I, '°, °H, 2P y
%3, Las sustancias fluorescentes que se utilizan incluyen, pero no estan limitadas, por ejemplo, a fluoresceinay sus
derivados, rodamina y sus derivados, auramina, dansilo, umbeliferona, luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas,
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, lisozima, y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Una marca enzimatica se detecta mediante cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas,
fluoroespectrofotométricas o gasométricas utilizadas en la actualidad. Muchas enzimas que se utilizan en estos
procedimientos son conocidas y utilizadas por los métodos de la invencion. Los ejemplos no limitantes son
peroxidasa, fosfatasa alcalina, B-glucuronidasa, B-D-glucosidasa, B-D-galactosidasa, ureasa, glucosa oxidasa mas
peroxidasa, galactosa oxidasa mas peroxidasa y fosfatasa acida.

Los anticuerpos se etiquetan con tales marcas mediante métodos conocidos. Por ejemplo, se utilizan agentes de
acoplamiento tales como aldehidos, carbodiimidas, dimaleimida, imidatos, succinimidas, bid-benzidina diazotada y
similares para etiquetar los anticuerpos con las marcas fluorescentes, quimioluminescentes, y enzimaticas
anteriormente descritas. Una enzima se combina tipicamente con un anticuerpo utilizando moléculas formadoras de
puentes tales como carbodiimidas, peryodato, diisocianatos, glutaraldehido y similares. Morrison, en Methods in
Enzymology 32b, 103 (1974), Syvanen et al., J. Biol. Chem. 284, 3762 (1973) y Bolton y Hunter, Biochem J. 133,
529(1973) describen diversas técnicas de marcaje.

Los anticuerpos contra HuM2e de la presente invencion son capaces de diferenciar entre pacientes con y pacientes
sin una infeccidén por Influenza A, y determinar si un paciente tiene o no una infeccion, utilizando los analisis
representativos proporcionados en la presente memoria. De acuerdo con un método, se obtiene una muestra
bioldgica a partir de un paciente que se sospecha que tiene o se sabe que tiene una infeccion por Influenza A. En
realizaciones preferidas, la muestra biolégica incluye células del paciente. La muestra se pone en contacto con un
anticuerpo contra HuM2e, p. ej., durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir que anticuerpo contra
HuM2e se una a las células infectadas presentes en la muestra. Por ejemplo, la muestra se pone en contacto con un
anticuerpo contra HuM2e durante 10 segundos, 30 segundos, 1 minuto, 5 minutos, 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 6
horas, 12 horas, 24 horas, 3 dias o cualquier punto intermedio. La cantidad de anticuerpo contra HuM2e unido se
determina y se compara con un valor de control, que puede ser, p. €., un valor pre-determinado o un valor
determinado a partir de una muestra de tejido normal. Un aumento de la cantidad de anticuerpo unido a la muestra
del paciente en comparaciéon con la muestra de control es indicativo de la presencia de células infectadas en la
muestra del paciente.

En un método relacionado, una muestra biolégica obtenida de un paciente se pone en contacto con un anticuerpo
contra HuM2e durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir que el anticuerpo se una a las células
infectadas. A continuacion se detecta el anticuerpo unido, y la presencia de anticuerpo unido indica que la muestra
contiene células infectadas. Esta realizacion es particularmente util cuando el anticuerpo contra HuM2e no se une a
células normales a un nivel detectable.

Diferentes anticuerpos contra HuM2e poseen diferentes caracteristicas de unién y especificidad. Dependiendo de
estas caracteristicas, se utilizan anticuerpos contra HuM2e concretos para detectar la presencia de una o mas cepas
de Influenza A. Por ejemplo, ciertos anticuerpos se unen especificamente solo a una o varias cepas del virus de la
Influenza, mientras que otros se unen a todas o a la mayoria de las diferentes cepas del virus de la Influenza. Los
anticuerpos especificos para solo una cepa de Influenza A se utilizan para identificar la cepa de una infeccion.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos que se unen a una célula infectada generan preferiblemente una sefal que
indica la presencia de una infeccion en al menos aproximadamente 20% de pacientes en los que se esta detectando
la infeccién, mas preferiblemente al menos aproximadamente 30% de pacientes. Alternativamente, o ademas, el
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anticuerpo genera una sefial negativa que indica la ausencia de la infeccion en al menos aproximadamente 90% de
individuos sin que se esté detectando infeccidén. Cada anticuerpo satisface los criterios anteriores; no obstante, los
anticuerpos de la presente invencion se utilizan combinados para mejorar la sensibilidad.

La presente invencion también incluye kits Utiles para la realizacién de andlisis diagnésticos y prognésticos utilizando
los anticuerpos de la presente invencién. Los kits de la invencion incluyen un recipiente adecuado que comprende
un anticuerpo contra HuM2e de la invencion en forma marcada o no marcada. Ademas, cuando el anticuerpo se
suministra en una forma marcada adecuada para un analisis de union indirecto, el kit incluye adicionalmente
reactivos para realizar el andlisis indirecto apropiado. Por ejemplo, el kit incluye uno o mas recipientes adecuados
que incluyen sustratos enzimaticos o agentes derivatizantes, dependiendo de la naturaleza de la marca. También se
incluyen muestras de control y/o instrucciones.

Usos Terapéuticos/Profilacticos

Se ha demostrado que la inmunizacién pasiva es una estrategia eficaz y segura para la prevencion y el tratamiento
de enfermedades virales. (Véanse Keller et al., Clin. Microbiol. Rev. 13:602-14 (2000); Casadevall, Nat. Biotechnol.
20:114 (2002); Shibata et al., Nat. Med. 5:204-10 (1999); e Igarashi et al., Nat. Med. 5:211-16 (1999)). La
inmunizacién pasiva utilizando anticuerpos monoclonales proporciona una estrategia de tratamiento inmediata para
la profilaxis y el tratamiento de emergencia de la influenza.

Los anticuerpos contra HuM2e y sus fragmentos, y las composiciones terapéuticas de la invencion se unen
especificamente o preferentemente a las células infectadas, en comparacion con las células y tejidos no infectados
de control normales. De este modo, estos anticuerpos contra HuM2e se utilizan para elegir como diana
selectivamente células o tejidos infectados en un paciente, muestra biolégica, o poblacion celular. A la luz de las
propiedades de unioén especifica de la infeccién de estos anticuerpos, los autores de la presente invencién describen
en la presente memoria métodos para regular (p. €j., inhibir) el crecimiento de células infectadas y métodos para
destruir las células infectadas. Estos métodos incluyen poner en contacto una célula infectada con un anticuerpo
contra HuMZ2e de la invencion. Estos métodos se ponen en practica in vitro, ex vivo, e in vivo.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser terapéuticamente activos intrinsecamente. Alternativamente, o ademas,
los anticuerpos de la invencion se conjugan con un agente citotoxico o agente inhibidor del crecimiento, p. €j., un
radioisétopo o toxina, que se utiliza para tratar células infectadas unidas o puestas en contacto con el anticuerpo.

Los métodos para tratar o prevenir una infeccion en un paciente pueden incluir las etapas de proporcionar un
anticuerpo contra HuM2e de la invencidon a un paciente diagnosticado de, con riesgo de desarrollar, o que se
sospecha que tiene una infeccién por Influenza A. Los métodos descritos en la presente memoria se utilizan en el
tratamiento de primera linea de la infeccion, tratamiento de seguimiento, o en el tratamiento de una infecciéon
recurrente o refractaria. El tratamiento con un anticuerpo de la invencidon es un tratamiento auténomo.
Alternativamente, el tratamiento con un anticuerpo de la invencién es un componente o fase de un régimen de
terapia combinado, en el que también se utilizan uno mas agentes terapéuticos adicionales para tratar al paciente.

Los sujetos en riesgo de enfermedades o trastornos relacionados con un virus de la influenza incluyen pacientes que
se han puesto en contacto con una persona infectada o que han sido expuestos al virus de la influenza de cualquier
otra manera. La administracion de un agente profilactico puede ocurrir antes de la manifestacion de los sintomas
caracteristicos de la enfermedad o trastorno relacionados con el virus de la influenza, de manera que una
enfermedad o trastorno se previene o, alternativamente, se retrasa en su progreso.

El huM2e se puede administrar sustancialmente en el mismo momento, o después de la infeccién del sujeto, es decir
como un tratamiento terapéutico. El anticuerpo puede proporcionar un beneficio terapéutico. Un beneficio terapéutico
incluye la reduccién o disminucién del progreso, la gravedad, la frecuencia, la duracion o la probabilidad de uno o
mas sintomas o complicaciones de la infeccién por influenza, el titulo de virus, la replicacién de virus o la cantidad de
una proteina viral de una o mas cepas de influenza. Un beneficio terapéutico incluye la precipitacion o aceleracion
de la recuperacion de una infeccion por influenza en un sujeto.

Se describen los métodos para prevenir un aumento del titulo de virus de la influenza, replicacion de virus,
proliferacién de virus o la cantidad de una proteina viral de influenza en un sujeto. Por ejemplo, un método incluye la
administracion al sujeto de una cantidad de un anticuerpo contra huM2e eficaz para prevenir un aumento del titulo
del virus de la influenza, de la replicacion del virus o de la cantidad de una proteina viral de la influenza de una o
mas cepas o productos aislados de influenza en el sujeto.

Se describen adicionalmente los métodos para proteger a un sujeto de la infeccién o del descenso de la
susceptibilidad de un sujeto a una infecciéon por una o mas cepas/productos aislados o subtipos de influenza, es
decir, los métodos profilacticos. Tal método puede incluir la administracion al sujeto de una cantidad de anticuerpo
huM2e que se une especificamente a M2 de influenza eficaz para proteger al sujeto de la infeccién, o eficaz para
disminuir la susceptibilidad del sujeto a la infeccién, por una o mas cepas/productos aislados o subtipos de influenza.

Opcionalmente, al sujeto se le administra adicionalmente un segundo agente tal como, pero no limitado a, un
anticuerpo del virus de la influenza, un farmaco anti-viral tal como un inhibidor de la neuraminidasa, un inhibidor de
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HA, un inhibidor de acido sidlico o un inhibidor del canal iénico de M2, un inhibidor de la entrada de virus 0 un
inhibidor del anclaje del virus. El inhibidor del canal i6nico de M2 es por ejemplo amantadina o rimantadina. El
inhibidor de neuraminidasa es por ejemplo zanamivir, o fosfato de oseltamivir.

Los sintomas o complicaciones de la infeccion por influenza que se pueden reducir o disminuir incluyen, por ejemplo,
escalofrios, fiebre, tos, dolor de garganta, congestion nasal, congestion de los sefios, infeccion nasal, infeccion de
los senos, dolor corporal, dolor de cabeza, fatiga, neumonia, bronquitis, infecciéon de oido, dolor de oido o muerte.

Para el tratamiento in vivo de pacientes humanos y no humanos, normalmente se administra o se proporciona al
paciente una formulacion farmacéutica incluyendo un anticuerpo para HuM2e de la invencion. Cuando se utilizan
para la terapia in vivo, los anticuerpos de la invencion se administran al paciente en cantidades terapéuticamente
eficaces (es decir, cantidades que eliminan o reducen la carga viral del paciente). Los anticuerpos se administran a
un paciente humano, de acuerdo con métodos conocidos, tales como la administracion intravenosa, p. ej, en forma
de embolada o infusién continua a lo largo de un periodo de tiempo, mediante las rutas intramuscular,
intraperitoneal, intracerebrospinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica, o inhalacién. Los
anticuerpos se pueden administrar parenteralmente, cuando sea posible, en el sitio de la célula diana, o
intravenosamente. Se prefiere la administracion intravenosa o subcutanea del anticuerpo. Las composiciones
terapéuticas de la invencion se administran a un paciente o sujeto sistémicamente, parenteralmente, o localmente.

Para la administracién parenteral, los anticuerpos se formulan en una forma inyectable de dosificacién unitaria
(solucion, suspension, emulsidn) asociada con un vehiculo parenteral, farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos
de tales vehiculos son agua, solucién salina, solucién de Ringer, solucion de dextrosa, y albumina de suero humano
al 5%. También se utilizan vehiculos no acuosos tales como aceites fijados y oleato de etilo. Los liposomas se
utilizan como portadores. El vehiculo contiene cantidades minoritarias de aditivos tales como sustancias que
intensifican la isotonicidad y la estabilidad quimica, p. €j., tampones y conservantes. Los anticuerpos se formulan
tipicamente en tales vehiculos a concentraciones de aproximadamente 1 mg/ml a 10 mg/ml.

La dosis y el régimen de dosificacion dependen de una variedad de factores facilmente determinados por un médico,
tales como la naturaleza de la infeccion y las caracteristicas del agente citotoxico o el agente inhibidor del
crecimiento concretos conjugados con el anticuerpo (cuando se utilizan), p. €j., su indice terapéutico, el paciente, y
el historial del paciente. Generalmente, se administra a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo. Opcionalmente, la cantidad de anticuerpo administrado se encuentra en el intervalo de aproximadamente
0,1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal del paciente. Dependiendo del tipo y la gravedad de la
infeccion, una dosificacion inicial candidato para su administracion al paciente es de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal (p. €j., aproximadamente 0,1-15 mg/kg/dosis) de anticuerpo, ya sea,
por ejemplo, en una o mas administraciones separadas, o mediante infusiéon continua. El progreso de esta terapia es
controlado facilmente mediante métodos y analisis convencionales y estd basado en criterios conocidos por el
médico u otras personas expertas en la técnica.

Se puede administrar al paciente un producto inmunoconjugado que incluya el anticuerpo conjugado con un agente
citotéxico. Preferiblemente, el producto inmunoconjugado es internalizado por la célula, dando como resultado un
aumento de eficacia terapéutica del producto inmunoconjugado en la destruccidon de la célula a la que se une.
Preferiblemente, el agente citotdxico se dirige o interfiere el acido nucleico en la célula infectada. Los ejemplos de
tales agentes citotdxicos se han descrito anteriormente e incluyen, pero no estan limitados a, maitansinoides,
calicheamicinas, ribonucleasas y endonucleasas de ADN.

Otros regimenes terapéuticos se combinan con la administracion del anticuerpo contra HuM2e de la presente
invencion. La administracion combinada incluye la co-administracion, utilizando formulaciones separadas o una sola
formulacion farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, donde existe preferiblemente un periodo
de tiempo en el que ambos (o todos) los agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades bioldgicas.
Preferiblemente tal terapia combinada da como resultado un efecto terapéutico sinérgico.

Es deseable combinar la administracion de un anticuerpo de la invencién con otro anticuerpo dirigido a otro antigeno
asociado con el agente infeccioso.

Aparte de la administracion de la proteina de anticuerpo al paciente, se pueden administrar anticuerpos mediante
terapia génica. Véase, por ejemplo, la Publicacion de la Solicitud de Patente PCT WO 96/07321 referente al uso de
terapia génica para generar anticuerpos intracelulares.

Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos anti-M2e de la invencion para determinar la estructura del antigeno
unido, p. €j., epitopos conformacionales, cuya estructura se utiliza a continuacion para desarrollar una vacuna que
tiene o imita esta estructura, p. €j., a través de modelado quimico y métodos SAR. Tal vacuna se podria utilizar a
continuacién para prevenir una infeccién por Influenza A.

Ejemplos

Ejemplo 1: Escrutinio y caracterizacion de anticuerpos especificos de M2e presentes en plasma humano utilizando
células que expresan la proteina M2e recombinante
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Se identificaron en suero de pacientes anticuerpos monoclonales completamente humanos especificos para M2 y
susceptibles de unirse a células infectadas por influenza A y el propio virus de la influenza, como se describe mas
abajo.

Expresion de M2 en Lineas Celulares

Un constructo de expresion que contenia el ADNc completo de M2, correspondiente a la secuencia de M2 derivada
encontrada en el subtipo H3N2 de Influenza, se transfectd en células 293.

El ADNc de M2 esta codificado por la siguiente secuencia de polinucledétidos y el SEQ ID NO: 53:

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGCCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAGTGATCCTCTT
GTTGTTGCCGCAAGTATCATTGGGATCCTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCATTTAT
CGTCTCTTTAAACACGGTCTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTACCAGAGTCTATGAGGGAAGAATATCGAAAG
GAACAGCAGAGTGCTGTGGATGCTGACGATAGTCATTTTGTCAACATAGAGCTGGAG

La expresion en la superficie celular de M2 se confirmé utilizando MAb 14C2 especifico anti-péptido M2e. Se
utilizaron otras dos variantes de M2, a partir de A/Hong Kong/483/1997 (HK483) y A/Vietnam/1203/2004 (VN1203),
para analisis posteriores, y su expresion se determiné utilizando anticuerpos monoclonales especificos de M2e de la
presente invencion, puesto que la unién de 14C2 puede ser anulada por las diversas sustituciones de aminoacido en
M2e.

Escrutinio de Anticuerpos en Sangre Periférica

Se sometieron a ensayo muestras de plasma de mas de 120 individuos para determinar los anticuerpos que se unen
a M2. Ninguno de ellos mostré union especifica al péptido M2e. Sin embargo, 10% de las muestras de plasma
contenian los anticuerpos que se unian especificamente a la linea celular H3N2 de 293-M2. Esto indica que los
anticuerpos se podrian clasificar por unirse a determinantes conformacionales de un homotetramero de M2, y unirse
a determinantes conformacionales de variantes multiples del homotetramero de M2; éstos podrian no ser especificos
para el péptido M2e lineal.

Caracterizacion de MAb Anti-M2

Los MAb humanos identificados a través de este procedimiento demostraron que se unian a epitopos
conformacionales sobre el homotetramero de M2. Estos se unian al transfectante 293-M2 original, asi como a las
otras dos variantes de M2 expresadas en las células. El Mab 14C2, ademas de unirse al péptido M2e, demostré ser
mas sensible a las secuencias variantes de M2. Por otra parte, 14C2 no se une facilmente a los viriones de
influenza, mientras que los MAb anti-M2 especificos de la conformacién si lo hacen.

Estos resultados demuestran que los métodos de la descripcidn proporcionan la identificacion de los MAb para M2 a
partir de las respuestas inmunitarias humanas normales a la influenza sin necesidad de inmunizacién especifica de
M2. Se utilizan para la inmunoterapia, estos MAb completamente humanos tienen el potencial de ser mejor tolerados
por los pacientes que los anticuerpos de raton humanizados. Adicionalmente, y en contraste con 14C2 y los MAb de
Gemini Biosciences, que se unen al péptido M2e lineal, los MAb de la invencién se unen a epitopos
conformacionales de M2, y son especificos no solo para células infectadas con la cepa A de influenza, sino también
para el propio virus. Otra ventaja para los MAb de la invencion es que cada uno de ellos se une a todas las variantes
de M2 ya sometidas a ensayo, indicando que no estan restringidos a una secuencia de aminoacidos lineal
especifica.

Ejemplo 2: Identificacion de anticuerpos especificos de M2

Las células mononucleares o B que expresan tres de los MAb identificados en suero humano como se ha descrito
en Ejemplo 1 se diluyeron en poblaciones clénicas y se indujo la produccién de anticuerpos. Los sobrenadantes que
contenian anticuerpos se escrutaron para determinar la union a las células 293 FT transfectadas establemente con
la proteina M2E completa de la cepa de la influenza del subtipo H3N2 de Influenza. Los sobrenadantes que
mostraron tincion/unién positiva se volvieron a escrutar de nuevo sobre células 293 FT transfectadas establemente
con la proteina M2E completa de la cepa de la influenza del subtipo H3N2 de Influenza y sobre células transfectadas
solo con el vector como control.

Las regiones variables de los anticuerpos fueron sometidas después a clonacién de rescate a partir de los pocillos
de células B cuyos sobrenadantes mostraron unién positiva. Se realizaron transfecciones transitorias en células 293
FT para reconstituir y producir estos anticuerpos. Se escrutaron los sobrenadantes de los anticuerpos reconstituidos
para determinar la union a las células 293 FT transfectadas establemente con la proteina M2E completa como se ha
detallado anteriormente para identificar los anticuerpos anti-M2E rescatados. Se identificaron tres anticuerpos
diferentes: 8i10, 21B15 y 23K12. Se aislé un cuarto clon de anticuerpo adicional por medio de los escrutinios de
rescate, 4C2. Sin embargo, no fue Unico y tenia la misma secuencia exacta que el clon 8i10 incluso aunque viniera
de un donante diferente que el clon 8i10.

Las secuencias de las regiones variables kappa y gamma de estos anticuerpos se proporcionan mas abajo.
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Clon 8i10:

La region variable de LC kappa del clon 8i10 anti M2 se clon6 en forma de un fragmento Hind Ill a BsiW 1 (véase
mas abajo), y es codificada por las siguientes secuencias de polinucledtidos, y el SEQ ID NO: 54 (superior) y el SEQ
ID NO: 55 (inferior):

Hindti

AAGCTTCCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTUTGGCTCCGAGGTG
TTCGAAGGTEGTACCTGTACTCCCAGGAGCGAGT CGAGGACTCCCGAGGACGATGAGACCGAGGCTCCAC
CCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
GGTCTACACTGTAGCTCTACTGGGTCAGAGGTACGAGGGACAGACGTAGACATCCTCTGTCTCAGTGGT

TCACTTGCCGGGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATTTAAATTGGTATCAGCAGAGACTCAGGGAARAGCCC
AGTGAACGGCCCGCTCAGTCTTGTAAATGTTCATARATTTAACCATAGTCGTCTCTGGTCCCTTTCGGG

CTAAGGGCCTGATCTCTGCTGCATCCCGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGAT
GATTCCCGGACTAGAGACGACGTAGGCCCAACGTTTCACCCCAGEGGTAGTTCCAAGTCACCGTCACCTA

CTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAAC
GACCCTGTCTAAAGTGAGAGTGETAGTGGTCAGACGTTGGACTTCTAAARCGTTGAATGATGACAGTTG
Bsiwi
AGAGTTACAGTCCCCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAGGGTGGAGATCAAACGTALG
CTCAATGTCAGGGGGAGAGTGAAAGCCGCCTCCCTGGTCCCACCTCTAGTTTGCATGE

La traduccidn de region variable de LC kappa de 8i10 es la siguiente, secuencia de polinucleétidos (anterior, SEQ ID
NO: 54, superior) y secuencia de aminoacidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 56):

HindiH

AAGCTTCCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGEGCTCCTGCTACT CTGGCTCCGAGGETG

M D M R V L A Q@ L L G L L L L W L R G
CCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
A R ¢ D I @ M T @ s P s s L s A S VvV G D R VvV T
TCACTTUCCGGGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATTTAAATTGGTATCAGCAG AGACCAGGGAAAGCCC
I T ¢ R A s Q@ Y K Y L N W Y Q@ Q@ R P G K A
CTAAGG”CCTFPTCTCTFCT”CA”“CGGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGG TCAGTGGCAGTGGA
P X 6 L 1 s A A s © L @ s G Vv P S R F s G s 6
CTGGGACAGATTTCACTC TCACCPTCAC“AGTCT”CAACLTGAAGATTTTGCAAC TACTACTGTCAAC
s 6 T O F T L T 1 T s L a F A T Y Y ¢ @

BsiWI
AGAGTTACAGTCCCCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAGGGTGGAGATCAAACGTACG
s Y s p ° L T F 6 G G T R V E K R T

La secuencia de aminoacidos de la region variable de LC kappa de 8i10 es la siguiente, con dominios especificos
identificados mas abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):

MDMRVLAQLLGLLLLWLRGARC Lider VK (SEQ ID NO 57)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC FR1 (SEQ ID NO 58)
RASQNIYKYLN CDR1(SEQ ID NO 59)
WYQQRPGKAPKGLIS FR2 (SEQ ID NO.60)
AASGLQS CDR2 (SEQ ID NO: 61)
GVPSRFSGSGSGTDFTLTITSLQPEDFATYYC FR3 (SEQ ID NO 62)
QQSYSPPLT CDR3 (SEQ ID NO 63)
FGGGTRVEIK FR4 (SEQ ID NO 64)

RT Inicio de la regidn constante Kappa

El siguiente es un ejemplo de la region variable de LC kappa de 8i10 clonada en el vector de expresion pcDNA3.1
que ya contenia la region constante de LC Kappa (la secuencia de polinucleétidos superior corresponde al SEQ ID
NO: 65, la secuencia de polinucledtidos inferior corresponde al SEQ ID NO: 66, la secuencia de aminoacidos
corresponde al SEQ ID NO: 56 mostrado anteriormente). Las bases en negro representan las secuencias del vector
pcDNA3.1, las bases en azul representan las secuencias de anticuerpos clonadas. Los anticuerpos descritos en la
presente memoria también se han clonado en el vector de expresion pCEP4.
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Nhel {(894) Pme! (800) HindlIt {(910)
TCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAG CTTCCACCATGGACATGAGEGGTCOTC
AGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGGTTCGACCGATCGCARATTTGAATT CGAAGSGTGGTACCTGTACTCLCAGGAG

M D M R v L
GCTCAGCTCCTGGGGLTCCT C"‘Z—\\”TCTF CCGD-"GT( CC f"A"‘G’-"GA(’JAT"V”AGA‘ GACCCAGTCT
CEAGTCGAGGACCCCGAGGACGATGAG 2(3?\G SCTCCACGGTCTACACTGETAGGETCTACTGEGTC :-mA
A Q L L G L L L L w L R G A R C D 1 Q M T Q S
CCATCUTCCLTETCPECATCTIGTAGGAGACAGAGTCACCATCALTTGCCEGEUGAGTCAGAACATTTAC

GOTAGGAGGLACAGACGTAGACATLCTCTGTCTCAGTGITAGTCAACEGCCLGCTCASTCTTCTARATG

RUAS LN %

P s S L S A S A G D R v T I T C R A s Q N 1 Y

AAGTATTTAAN ”?HTATkACTAGAGHICAHCa. GCCCCTAAGGGCCTGATCTCTGUTGCATCCGGE
TTCATAAATTTAACCATAGTCGT "GETCCCTITTCGEECGATTCCCEGGACTAGAGACCGACGTAGGCCC
| L N W Y @ @ R P G K A P K G L I s A A s @

TTGCAARCGTGCEGTCCCATCARGGTTCAGTCGCAGTCCATCTGGCACAGATTTCACTCTCACCATCACT
AFfT"TPA”PCCAhGGTAG1TCCAAGTCACCGTCACWTAQACMPm””””AAAu”"AGAC
s

TG1 TGGTAuqu
S G \" P S R F ) G G S G T D F T L T [} T
AGTCZTGCAACCT GAAGAT'T'T'?"‘-’*AAC”'"I’AC”'ACTG'?’CMLACAu TTACAGTCCCCCTITCACTTTCGGT
TCAGACGTTGGACTITCTAAAACGTTGAATGATGACAGTTGETC ‘L,A’ICT’“AGUJ( SGAGAGTGAAAGCCG
S L Q P E D F A T Y Y C Q Q S Y S P P L T F G
Bsiwl
GGAGGGACCAGGGTGGAGATCAAACGTACIGTEGUTGCACCATCTETC TTATCTTCCOGOUATCTGATEAGT TGABATCTGE
CCTCCOTGGTCCCACCTCTAGT T TGAIGCCACOGRCHETGETAGACAGARGTAGEAGGGCGITAGEAS PCETCARCTTTAGACT
G G T R v E | K R T v A A P S v F ] F p P S D E Q L K S G

Kappa constante hu
AACTECCTCTGTTGTETECCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCARACGTACACGTGAARGETCGATARCGCCCTCCAATOGEGTRACTCCC
TTCACGGAGACAACACACCGACGACTTATTGARGATACGGETCTCTCCOGTTTCATGTCACCTTCCACCTATTCGCGGGAGSTTAGCCCATTGAGEG

T A S V v ¢ L L N N F Y P R E A K

<
[=4
b3
x
<
Q
z
>
~
o
»
(2]
z
(7]

AGCAGACTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGEACAGCACCTACAGCCTCAGCACCACCCTGACSCTGAGCAARGCAGACTACGAGARACACANAGTC

TCCTCTCACAGTETCTCGTCCTETCCTTCCTGTCGTGGATETCEGAGTCCTOGTEGGACTCCGACTCETTTCGTCTGATGCTCTTICTGTITCAG
Q@ E S v T E @ D S K P 8 T Y S L S S8 T v T L S K A D Y E K H K V

Drall (1641)

Xba! (1636)Apat (1642)
TACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAAGAGCTTCAACAGGEEAGAGTGTTAGAGGGTCTACGAGGGCCCGTTTAAA
ATGCEGACGCTTCAGTGEETAGTCCCEGACTOCACGCACGGCAGTOTTICTCEAAGTTGTCCCCTCTCACAATITCCCAGATCTCCCGGGCAAATTT
A Cc T H Q G L S S P v T K S F N R G E C

La region variable de HC Gamma de 8i10 se clond en forma de un fragmento Hind Ill a Xho 1, y es codificada por las
siguientes secuencias de polinucleétidos, y el SEQ ID NO: 67 (superior) y SEQ ID NO: 68 (inferior).

Hindill

AAGCTT'”CA"‘"ATGAAA’“‘A“”TGTGGTTCTTCCTT’“’T"CTGGTGGCAG"’TCCCAGCTGGG
e la
~ .

CCTGTCCCAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETGAAGCCTTCGGAGACCCTG
GGACAGGGTCCACGTTAACGTCCTCAGCCCGGGTCCTGACCACTTCGGAAGCCTCTGGGAC
TCCCTCACCTGCACTETCTCTGGTTCGTCCATCAGTAATTACTACTGCAGCTGGATCCGGC
AGGGAGTGGACGTGACAGAGACCAAGCAGGTAGTCATTAATGATGACCTCGACCTAGGCCG
AGTCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGTTTATCTATTACGGTGGAAACACCAAGTA
TCAGGGGTCCCTTCCCTGACCTCACCTAACCCAAATAGATAATGCCACCTTTGTGGTTCAT
CAATCCCTCCCTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGTCAGGTCTCC
GTTAGGGAGGGAGTTCTCGGCGCAGTGGTATAGTGTTCTGTGAAGGTT CTCAGTCCAGAGSG
CTGACGATGAGCTCTGTGACCGCTGCGEGAATCGGCCETCTATTTCTGTGCGAGAGCGTCTT
GACTGCTACTCGAGACACTGGCGACGCCTTAGCCGGCAGATAAAGACACGCTCTCGCAGAA
Xho!
GTAGTGGTGGTTACTGTATCCTTGACTACTGGGEGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAG
CATCACCACCAATGACATAGGAACTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAGAGCTC

La traduccién de HC Gamma de 8i10 es la siguiente, secuencia de polinucleétidos (anterior, SEQ ID NO: 67,
superior) y secuencia de aminoacidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 69):
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HindI
AAGCTTCCACCATGAAACACCTGTGSTTCTTCCTTCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGCTGGGETC

M K H L w F F L L L A\ A A P S w A

CTCGTCCCAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTG
L S Q \ Q L Q E S G P G L \ K P S E T L
TCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTTCCTCCATCAGTAATTACTACTGGAGCTGEGATICGEG
S L T (o] T \ S G s s I s N Y Y w s w | R

CAGTCCCCAGGGQAGGGA”TGuAGTGUATTGGGTTTATPTATTACGGTGGAAA"AC"AA
Q S P G K G L w | G F t Y Y G G N T K
TACAATCCCTCCCTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACARAGACACTTCCAAGAGTCAGGTC
Y N P s L K S R \ T I S Q D T S K S Q \2
TCCCTGACGATGAGCTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCGTCTATTTCTETGCGAGAGCG
S L T M S ) \Y T A A E 8 A \ Y F C A R A
Xhot
TCTTGTAGTGGTGGTTACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC
S (o4 8 G G Y (o} i L D Y w G Q G T L \ T v
TCGAG

s

La secuencia de aminoacidos de HC Gamma de 8i10 es la siguiente con dominios especificos identificados mas
abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):

MKHLWFFLLLVAAPSWVLS Lider VH (SEQ ID NO: 70)
QVAQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIS FR1 (SEQID NO. 71)
NYYWS CDR1(SEQ ID NO: 72)
WIRQSPGKGLEWIG FR2 (SEQ ID NO 73)
FIYYGGNTKYNPSLKS CDR2 (SEQ ID NO: 74)

RVTISQDTSKSQVSLTMSSVTAAESAVYFCAR FR3 (SEQ ID NO 75)

ASCSGGYCILD CDR3 (SEQ ID NO: 76)

YWGQGTLVTVS FR4 (SEQ ID NO 77)

El siguiente es un ejemplo de la region variable de HC Gamma de 8i10 clonada en el vector de expresion pcDNA3.1
que ya contenia la regidon constante de HC Gamma (la secuencia de polinucleétidos superior corresponde al SEQ ID
NO: 78, la secuencia de polinucledtidos inferior corresponde al SEQ ID NO: 79, la secuencia de aminoacidos
corresponde al SEQ ID NO: 69 mostrado anteriormente). Las bases en negro representan las secuencias del vector
pcDNA3.1, las bases en azul representan las secuencias de anticuerpos clonadas.
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Pmel (900)
Nhel (894) Hindlil (910)

TGGCTTATCGLAATTAATACCACTCACTATAGGGAGACCCALGCTGGCTAGCGTTTA2ACTTAAGC TTCCACCATGAAACACCTC TGS TT
ACCGEATAGCTTTEATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGGTTCGACCGATCGCARATTTGRATT C 6 2 AGH T(ﬁ'l‘AC TTTGTGGACACCAA
M K H L w F
CTICCTICTCUTEGTGGCAGCTCUCAGUIGGELTCUTGTCCCAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCLCA
GAAGGAAGAGGACCACCGTCGAGGGTCGACCCAGGACAGGETUCACGTTAACGTCCOTCAGCCCGGSET
| L L L v A A P S W Vv L s a@ Vv a L a E s 6 P
CCATCAGTAATT
AGGTAGTCATTAA
s I s N
ACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGTCCCCAGGGAAGGCACTGGAGTGGATTCGGETTTATCTATTACGGS

T G
GATGACCTCGACCTAGGCCGTCAGGEGTCCCTTCCCTGACCTCACCTAACCCARATAGATAATGCC
Y oow s owo R o s P 6 K G L E W I G F Y Y 6

C

G

GGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTCCACTGTCTCTGGTTCGET
CCTGACCACTTCGGARAGCCTCTGGGACAGGGAGTGGACGTGACAGAGACCAAGT,
B 0 v s e T L s LT et v s e s

[}

Y

G

GGAAACACCAAGTACAATCCCTCCCTCAAGAGCUGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGT
TGGTTCATETTAGGGAGGGAGTTCTCGGCGCAGTGGTATAGTGTTCTGTGAAGGTTCTCA

T K Y N P S L K S R v T | S Q D T S K S

~J

G
ACCTTT
|

CAGGTCTCCCTGACGATGAGCTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCGTCTATTTCTGTGCGAGAGCET
.GT CCAGAGGGACTGCTACTCSACACACTGGCGACGCUTTAGCCGGCAGATAAAGACACGCTCTCGCA
Q

v S L T S S \Z T A A E S A A Y F (o} A R A

=

Xhol (1331)

CTTGTAGTGGTGGTTACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT CresasaaroTecs

GAACATCACCACCAATGACATAGGAACTGATGACCCCGGTCCOTTGGEACCAGTGGCAGAT Terasarsar
w

G @ &6 T L Vv T VWV s R A S

.S [ S G G Y [} t L D Y

CATCCCTCTTCCCCCTCCCACCOTCCTOCARGAGCACCTITG

GGTGTCCTECAANTCAGGCGICCTCACCAGCGRCETECACACCTTCCCEGCTE TCOTACAGTCOTCACGACTCTACTCCOTCAGCAGTGTEETGRATCGTSCCCTCT
CCACRGURCCTTGAGTCCENGGERCTEE TG CGUACGTGTGERAAGEGCCERCAGSATG TCAGBACTCCTGCRAGATSAGESAGTCGTCHCACTACTSGCACGEGAGH
vV § W N S 6 A L T S GV HTF P AV L QS 8 6 L Y S L S s V V 7T vV P 8

CTTGE3CRLCCAGACUTRCATOTGUAACGTGARTCATAAGUCCAGCARTACCEAGETGGRA TAAGRAGAGTTGRGCCCRAATITTGTGACRAR2CTCECACRT
TCGRACCUGTGSGTCTGCGATGTAGACGTTGCACTTAGTGTTCGGETCST IS TCGETTCCACCTETTCTCTCARCTUGCGT T TAGARACACTGTTTTGACTGTCTR

TEAGTST

L G T Q T Y I €©C€ NV N HKUP S N TK V D KRV E P K S$ CD K T H T
SCCCACCETGUOCAGTACCTGARCTCCTGEEGEGRCCENCAGTCTTCCTCTTCUCICTRAARCTCARGGACECUCTCATYS,
CC GG CTGGACTTGAGCRCCCCTCTGGCAGTCAGRAGGRGARGCEGGCTTTTGGETICCTGTGCGAGT.
C A P E L L 6 G P S8 V F L F P P K P K D T L

ACTCGGTECTTCTCCGACTCCACTTCAAGTTCACCATGCRACCTGCCGT

S H E D P E V K F N WY V D G V vV H N A K T

TOTGCTCAGCETCCTCACCGTCOTGCACCAGEATTGGCTGAATGGCARGGACTRCARAGTGCEACGTCTC
CACCAGTOGCAGGAGTGECAGEGACGTGETCCTGACCGACTTACCGTTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTT
K Y

vV V. 8§ V L T Vv L H Q D W L N G

AGUTRT

7 TCGETTTCCCETCSEGECTCTTGETE TCCACATE TGBGACGEEHHTAGHGCCITCCTCTR
I E K

T -
K A K 6 Q P R E P QV Y T L P P S R EEMTIKNOQ@V S L TC

TCORACARARCCATCTCCARAGCCAR RECECRCCCCCEACRACCACRCUTITACACCCTECCOCCATCCOCCURGE
X
|

CCTGCTTARARGGCTTCTATCCCAGCCACATCGCCOTGOAGTGOGRGAGCAATGEGCACCTGCAGARCAACTACALGACCACCCTTC CCEGTGCTCGACTCTGACGGT
CRGTTTCCERAGATAGGHTCGOTGTESCGGCACTTCACCCTCTCET TACCCGTOGECT TCTTIC T TG AT G T ICTGETGIGGAGGGCACGR T CTGAGE Y
L vV K G F Y P 8 D I AV EWE S NG Q P N N Y K T T P P V L D 8

TCCTTCTTCCTITATRAGCARSC CETGEACARGAGURIGTGECAGCAGGSGRRCE TCTCATSCTCOGTCATGCATGREGUTITGCACARS CTACBCGE
AGGRRGRAAGGAGATATCOTTCGAGTGGLACCTSTTC TCETUCACCETOSTCOCC TTECAGARGAGTACGAGECACTACCTACTCCGAGACGTETTGETGATETECG
S F F Lt ' Y S K L T VvV D K 8S8$ RW Q Q G NV F S8 GC S V MHE AL HNUHY T

Apal (2339)
Drall (2338)
Xpal (2333) Pmet (2345)

AGARGAGCCTOTCCOTITOTCCGGETA BFTTOTAGRGGGCCCGTTTAARCCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGC

TCTTCTCGGAGRGEGECAGLGGCOCATTTACTCAAGATCTCCCGGGCARATTTGGGCGACTAGT CGGAGCTGACACGGAAGATCAACGGTCGGTAGACAACARACG
Q K 8§ L s L s P G K

La regiéon marco 4 (FR4) de HC Gamma normalmente termina con dos serinas (SS), de manera que la regién marco
4 completa debe ser WG QG TLV TV S S (SEQ ID NO: 80). El sitio Xho 1 aceptor y una base adicional aguas
abajo del sitio Xho 1 en el vector, en el que estan clonadas la region constante de HC Gamma y las regiones
variables de HC Gamma, suministra las ultimas bases, que codifican este aminoacido final de la regiéon marco 4. Sin
embargo, el vector original no se ajustaba a la mutacién silenciosa elaborada cuando se cre6 el sitio Xho1
(CTCGAG, SEQ ID NO: 81) y contenia un nucleétido "A" aguas abajo del sitio Xho 1, lo que ocasion6 un cambio de
aminoacido en el extremo de la regiéon marco 4: una sustitucion de serina por arginina (S por R) presente en todos
los clones de HC Gamma en funcionamiento. De este modo, la region marco 4 completa selee WG QGTLV TV
S R (SEQ ID NO: 82). Estan siendo creados constructos futuros en los que la base aguas abajo del sitio Xho 1 es un
nucleétido "C". De este modo, la creacion del sitio Xho 1 utilizado para la clonaciéon de secuencias de la region
variable de HC Gamma en realizaciones alternativas es una mutacion silenciosa y restaura la secuencia de
aminodacidos de la region marco 4 a su W GQGTLVTVS S (SEQ ID NO: 80) apropiada. Esto se verifica para todos

los clones de HC Gamma de M2 descritos en la presente memoria.

Clon 21B15:
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La region variable de LC kappa del clon 21B15 anti M2 se clon6 en forma de un fragmento Hind Il a BsiW1, y es
codificada por las siguientes secuencias de polinucleétidos y SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84:

HindHl
AAGCTTCCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTCTGGCTCCGAGGTGC
TTCGAAGGTGGTACCTGTACTCCCAGGAGCGAGTCGAGGACCCCGAGCACGATGAGACCGAGGUTCCACG
CAGATGTGACATCCAGGTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
GTCTACACTGTAGGTCCACTGGGTCAGAGGTAGGAGGGACAGACCTAGACATCCTCTGTCTCAGTGGTAG
ACTTGCCGCGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATTTAAATTGGTATCAGCAGAGACCAGGGAAAGCCCCTA
TGAACGGCGCGCTCAGTCTTGTAAATGTTCATAAATTTAACCATAGTCETCTCTGGTCCCTTTCGGGGAT
AGGGCCTGATCTCTGCTGCATCCGGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGG
TCCCGCACTAGAGACCACGTAGGCCCAACGTTTCACCCCAGGCTAGTTCCAAGTCACCCTCACCTAGACC
GACAGATTTCACTCTCACCATCACCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGT
CTGTCTAAAGTGAGAGTGGTAGTGGTCAGACGTTGGACTTCTAAAACGTTGAATGATGACAGTTGTITCA

Bsiwli

TACAGTCCCCCTCTCACTTTCEGGCGGAGGGACCAGGGTGCGATATCABACGTACG
ATGTCAGGGGGAGAGTCGAAAGCCGCCTCCCTGGTCCCACCTATAGTTTGCATGT

La traduccién de la regién variable de LC kappa de 21B15 es la siguiente, secuencia de polinucleétidos (anterior,
SEQ ID NO: 83, superior) y secuencia de aminoacidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 56):

Hindll

AAGCTTCCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGEGCTCCTGCTACTCTGGCTCCGAGGT
M D M R A L A Q L L G L L L L w L R G
GCCAGATGTGACATCCAGGTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
AR C D i @ v T @ s P s S L S A S VvV 66 D R V T
ATCACTTGCCUGCGCGAGTCAGAACATTTACAAGTATT TAAATTGGTAT CAGCAGAGATCAGGGAAAGCT
t T C R A S Q N I Y K Y L N w Y Q Q R P G K A
CCTAAGGGCCTGATCTCTGCTGCATCCGGGTTGCARAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGECAGTGGA
P K G L 1 s A A s 66 L @ S &6 v P S R F s G s G
TCTCGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAGTCTGCAALCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAA
s & T ©o F T L T l T s L @ P E D F A T Y Y cCc @

Bswi
uAGAfT”PCAﬁTCLCCCTCTCAC”TTCCG CGGAGGGACCAGGGETCGATATCAAACGTACG

S Y S P P L T F G G G T R 2 D t K R T

La secuencia de aminoacidos de la region variable de LC kappa de 21B15 es la siguiente, con dominios especificos
identificados mas abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):

MDMRVLAQLLGLLLLWLRGARC Lider VK (SEQ ID NO. 57)
DIQVTQSPSSLSASVGDRVTITC FR1 (SEQ ID NO: 58)
RASQNIYKYLN CDR1 (SEQ ID NO. 59)
WYQQRPGKAPKGLIS FR2 (SEQ ID NO: 60)
AASGLQS CDR2 (SEQ ID NO 61)

GVPSRFSGSGSGTDFFTLTITSLQPEDFATYYC FR3 (SEQ ID NO: 62)

QQSYSPPLT CDR3 (SEQ ID NO: 63)
FGGGTRVDIK FR4 (SEQ ID NO: 64)
RT Inicio de la region constante Kappa

El cebador utilizado para clonar la regién variable de LC kappa se extendia a través de una regién de diversidad y
tenia una posicion para bases de tambaleo en su disefio. De este modo, en la region marco 4 podria aparecer un
aminoacido D o E. En algunos casos, el aminoacido en esta posiciéon en el anticuerpo rescatado podia no ser el
aminoacido parental original que fue producido en la célula B. En la mayoria de las LC kappa la posicién es una E.
Observando el clon anterior (21B15) se observé una D en el marco 4 (DI KR T) (SEQ ID NO: 84). Sin embargo,
Observando los aminoacidos circundantes, esto puede haber ocurrido como resultado del cebador y puede ser un
artefacto. El anticuerpo nativo de la célula B puede haber tenido una E en esta posicion.

La region variable HC Gamma de 21B15 se cloné en forma de un fragmento Hind 11l a Xho 1, y esta codificada por
las siguientes secuencias de polinucledtidos y el SEQ ID NO: 85 (superior), y el SEQ ID NO: 86 (inferior):
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Hindlll
AAGCTTCCACCATGAAACACCTETCGTTCTTCCTTCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGCTGGGTCC
TTCGAAGGTGGTACTTTGTGGACACCAAGAAGGAAGAGGACCACCGTCGAGGGTCGACCCAGG
TGTCCCAGGTGCAATTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGETGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCC
ACAGGGTCCACGTTAACGTCCTCAGCCCGGGTCCTGACCACTTCGGAAGCITCTGGGACAGEG
TCACCTGCACTGTCTCTGETTCGTCCATCAGTAATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGTCCE
AGTGGACGTGACAGAGACCAAGCAGGTAGTCATTAATGATGACCTCGACCTAGGCCGTCAGS
nAGGqAAGGG:—J‘TCGAGTGGAT"‘GCG”TTA"’CTATTAC‘"GTGGAAA’CACCAZ&G""ACnATCCCT
GTCCCTTCCCTGACCTCACCTAACCCAAATAGATAATGCCACCTTTGTGGTTCATGTTAGGG
CCTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGTCAGETCTCCCTGACGATGA
GGAGTTCTCGGCGCAGTGETATAGTGTTCTGTGAAGGTITCTCAGTCCAGAGGGACTGCTACT
CTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCETCTATTTCTGTGCGAGAGCGTCTTGTAGTGETGGETT
CGAGACACTGGCGACGCCTTAGCCGGCAGATAAAGACACGCTCTCGCAGAACATCACCACCAA
Xnol
ACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCUTGGTCACCGTCTCGAG
TGnCATA””AACTLA"”’CbCPGGTCCpTT“GCACuAGmGCCAGAG”TC

Q 0

’} 9]

La traduccion de HC Gamma de 21B15 es la siguiente, la secuencia de polinucleétidos (anterior, SEQ ID NO: 87,
superior) y la secuencia de aminoacidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 69):

Hindlll
AAGCTTCCACCATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTTCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGCTGEGTC
M K H L w F F L L L v A A P 8 w \%
CAGGTGCAATTGCAGCGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCC
Q A\ Q L Q E S G P G L v K P S E T L S

GT

ce
S
CACCTGCACTGTCTCTEGTTCGTCCATCAGSTAATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGTCC
T

Cc T \ S G S S I S N Y Y w S w i R Q S

K G L E w I G F | Y Y G G N T K Y N P

TCCCTCAAGAGCCGCGTCACCATATCACAAGACACTTCCAAGAGT CAGGTCTCCCTCGACGATG

T

L

T

L

CCAGGGAAGGGACTGEGAGTGGATTGGGTTTATCTATTACGGTCGAARCACCAAGTACAATCCC

P G

C

s L K s RV T | s a o T s K s Q@ Vv s LT M

AGCTCTGTGACCGCTGCGGAATCGGCCGTCTATTTCTGTGCGAGAGCGTCTTGTAGTGETGGT

I S 8 \ T A A E S A v Y F (o} A R A S C S G G
Xhol

TACTGTATCCTTGACTACTGGGGCCAGGCGAACCCTGGTCACCGTCTCGAG
Y ¢ L D Y wW 66 o 66 T L vV T v s

La secuencia de aminoacidos de HC Gamma de 21B15 es la siguiente, con dominios especificos
identificados mas abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):

MKHLWFFLLLVAAPSWVLS Lider VH (SEQ ID NO: 70)
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIS FR1 (SEQ ID NO: 71)
NYYWS CDR1 (SEQ ID NO: 72)
WIRQSPGKGLEWIG FR2 (SEQ ID NO. 73)
FIYYGGNTKYNPSLKS CDR2 (SEQ ID NO. 74)

RVTISQDTSKSQVSLTMSSVTAAESAVYFCAR FR3 (SEQ ID NO.75)

ASCSGGYCILD CDR3 (SEQ ID NO: 76)
YWGQGTLVTVS FR4 (SEQ ID NO: 77)
Clon 23K12:

La region variable de LC kappa del clon 23K12 anti M2 se cloné en forma de un fragmento Hind Ill a BsiW1 (véase
mas abajo), y se codifica mediante las siguientes secuencias de polinucleétidos SEQ ID NO: 88 (superior) y SEQ ID
NO: 89 (inferior).
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Hindill

AAGCTTCCACCATSGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTCTGGCTCCGAGE
TTCGAAGGTGGTACCTGTACTCCCAGCGAGCGAGTCGAGGACCCCGAGGACGATGAGACTCGAGGCTCC
TGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTC
ACGGTCTACACTGTAGGTCTACTGGGTCAGAGGTAGGAGGGACAGACGTAGACATCCTCTGTCTCAG
ACCATCACTTGCCGGACAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAALACCAGGGA
TGGTACTGAACGGCCTETTCAGTCTCGTAATCGTCGATAAATTTAACCATAGTCGTCTTTGGTCCCT
AAGCCCCTAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGG
TTCGGGGATTTGAGGACTAGATACGACGTAGGTCAAACGTTTCACCCCAGGGTAGTTCCAAGTCACC
CAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCAT CAGCGGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACCTAC
GTCACCTAGACCCTGTCTAAAGTCAGAGTGGTAGTCGCCAGACGTTGGACTTCTARRACGTTGGATG

Bsiwl

TACTGTCAACAGAGTTACAGTATGCCTGCCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCARACGTACG
ATGACAGTTGTCTCAATGTCATACGGACGGAAACCGGTCCCCTGETTCGACCTCTAGTTTGCATGC

La traduccion de la region variable de LC kappa de 23K12 es la siguiente, la secuencia de polinucleétidos (anterior,
SEQ ID NO: 90, superior) y la secuencia de aminoé&cidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 91).

Hindil}
AAGCTTCCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGEGCTCCTECTACTCTGGCTCCGAGG
M D M R V L A Q@ L L 6 L L L L w L R G
TGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTCTAGGAGACAGAGT
A R C D I e M T @ s P s s L s A S V 6 D R V

ACCATCACTTGCCGGACAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGA
T T ¢ R s a s 1 s s Y L N W Y @ Q@ kK P o

C TCTATGCTGCATCCAGTTTGCAARGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGG
I« PK L | Y A A s s L @ s 66 VvV P s R F s G
CAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCGETCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACCTAL

| s 6 s &6 T D F ToL T | s 6 L Q@ P E D F A T ¥

BsiWl
TACTGTCAACAGAGTTACAGTATGCCTGCCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAARCGTACG
Il 'V c e o s Yy s wmo e & F 6 @ o6 T K L E I K R T

La secuencia de aminoacidos de la region variable de LC kappa de 23K12 es la siguiente, con dominios especificos
identificados mas abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):

MDMRVLAQLLGLLLLWLRGARC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

RTSQSISSYLN

WYQQKPGKAPKLLIY

AASSLQSGVPSRF

SGSGSGTDFTLTISGLQPEDFATYYC

QQSYSMPA

FGQGTKLEIK

RT

La regién variable de HC Gamma de 23K12 se clond en forma de un fragmento Hind Ill a Xho |, y es codificada por

Lider VK (SEQ ID NO: 57)
FR1 (SEQ ID NO: 58)
CDR1 (SEQ ID NO: 92)
FR2 (SEQ ID NO: 93)
CDR2 (SEQ ID NO 94)
FR3 (SEQ ID NO: 95)
CDR3 (SEQ ID NO 96)
FR4 (SEQ ID NO. 114)

Inicio de la regién constante de LC Kappa

las siguientes secuencias de polinucleétidos y el SEQ ID NO: 97 (superior) y el SEQ ID NO: 98 (inferior).
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Hindlil
ABCGCTTCCACCATGGAGTTGGGEGCTGTGCTGEGTTTTCCTTCTTGCTATTTTAAAAGGTGTCC
TTCGAAGGTGETACCTCAACCCCGACACGACCCAAAAGGAACAACGATAAAATTTTCCACAGG
CTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTCGGEGAGGCTTGGTCCAGCCTGGCEGETCCCTGAGAATCTCCT
CACTCCACGTCGACCACCTCAGACCCCCTUCCGAACCAGGTCGGACCCCCCAGGGACTCTTAGAGGA
GTGCAGCCTCTGGATTCACCGTCAGTAGCAACTACATGAGTTGGETOCGCCAGGCTCCAGGGAAGS
CACGTCGGAGACCTAAGTECGCAGTCATCETTEGATGTACTCAACCCAGGLGETCCEAGGETCCCTTCC
CGCTGGAGTGGGETCTCAGTTATTTATAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGCGCA
CCGACCTCACCCAGAGTCAATAAATATCACCACCATCGTGTATGATGCGTCTGAGGCACTTCCCGET
GATTCTCCTTCTCCAGAGACAACTCCAACAACACAGTGTTTCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCG
CTAAGAGGAAGAGGTCTCTGTTGAGGTTCTTGTGTCACAAAGAAGTTTACTTGTCGGACTCTCGGC
AGGACACGGCTGTCTATTACTGTGCGAGATGTCTGACCAGGATGCGEGCTTACGCETTTAGACCTCT
TCCTGTGCCGACACATAATGACACGCTCTACAGACTCGTCCTACGCCCCAATGCCAAATCTGCAGA
Xhol
GGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGETCTCGAG
CCCCGGETTCCCTGETGCCAGTGGCAGAGCTC

it
m,
EA

GT
CA
C

La traducciéon de la region variable de HC Gamma de 23K12 es la siguiente, la secuencia de polinucleotidos
(anterior, SEQ ID NO: 99, superior), y la secuencia de aminoacidos (inferior, correspondiente al SEQ ID NO: 100):

Hindit
AAGCTTCCACCATGGAGTTGGGGCTGTGCTGGGTTTTCCTTGTTIGCTATTTTAAAAGGTGTCCAG
M E L G L c w v F L v A 1 L K G . v Q
TGTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGEGGGEAGGCTTGETCCAGCCTGGGGEETCUCTGAGAATCTCC
I C E 2 Q L v E S G G G L v Q P G G S L R I S
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCETCAGTAGCAACTACATGAGTTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA
l C A A S G F T \" S s N Y M S w v R Q A P G K
GGGCTGGAGTGGGTCTCAGTTATTTATAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGAUTCCGTGAAGGGC
l G L E w v S v [} Y S G G s T Y Y A D s v K G
AGATTCTCCTTCTCCAGAGACAACTCCAAGAACACAGTETTTCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
I R F S F S R D N S K N T \ F L Q M N S L R A
GAGGACACGCGCTGTGTATTACTGTGCEAGATETCTGAGCAGCATGCCGGGTTACGGTTTAGACGTC
I E D T A v Y Y (o} A R (o4 L s R M R G Y G L D v
Xhol
TGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGETCTCGAG
I w G Q G T T A T v S
La secuencia de aminoacidos de la regién variable HC Gamma de 23K12 es la siguiente, con dominios especificos
identificados mas abajo (secuencias CDR definidas de acuerdo con los métodos de Kabat):
]

MELGLCWVFLVAILKGVQC Lider VH (SEQ ID NO 101)
EVOLVESGGGLVQPGGSLRISCAASGFTVS FR1 (SEQ ID NO: 102)
SNYMS CDR1 (SEQ ID NO 103)
WVRQAPGKGLEWVS FR2 (SEQ ID NO: 104)
VIYSGGSTYYADSVK CDR2 (SEQ ID NO 105)

GRFSFSRDNSKNTVFLQMNSLRAEDTAVYYCAR FR3(SEQID NO: 106)

CLSRMRGYGLDYV CDR3 (SEQ ID NO: 107)

WGQGTTVTVS FR4 (SEQ ID NO: 108)

Ejemplo 3: Identificacion de regiones variables de anticuerpos conservadas

Las secuencias de aminoacidos de las tres regiones variables de LC Kappa y HC Gamma del anticuerpo se
alinearon para identificar regiones y residuos conservados, como se muestra mas abajo.

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de LC kappa de los tres clones:

49



10

15

20

25

ES 2395784 T3
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Traduccién de mp 397 B10 b mﬁ v
Traduceion de mp 137 23k12 K83 A PR v

R AN

Traduccion de mp 73 21815_{ \%‘Ji A ﬁf\§§ N
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Traduccién de Mp, 143, 23K12
Traduccién de Mp

Traduccion de Mip 84 21815 Fz[
Traduccién de Mp, 14 ]
Traduccion de mp 15.: BilBgai| T | A

Los clones 8110 y 21B15 provienen de dos donantes diferentes, pero tienen la misma HC Gamma exacta y difieren
en LC Kappa solo en un aminoacido de la posicion 4 en la regién marco 1 (aminoacidos M contra V, véase lo
anterior), (excluyendo la posicion de tambaleo D contra E en el marco 4 de LC Kappa).

Las comparaciones de secuencias de las regiones variables de los anticuerpos revelaron que la cadena pesada del
clon 8i10 estaba derivada de la secuencia de la linea germinal IgHV4 y que la cadena ligera estaba derivada de la
secuencia de la linea germinal IgKV1.

Las comparaciones de secuencia de las regiones variables de los anticuerpos revelaron que la cadena pesada del
clon 21B15 estaba derivada de la secuencia de la linea germinal IgHV4 y que la cadena ligera estaba derivada de la
secuencia de la linea germinal IgKV1.

Las comparaciones de secuencia de las regiones variables de los anticuerpos revelaron que la cadena pesada del
clon 23K12 estaba derivada de la secuencia de la linea germinal IgHV3 y que la cadena ligera estaba derivada de la
secuencia de la linea germinal IgKV1.

Ejemplo 4: Produccion y caracterizaciéon de anticuerpos para M2

Los anticuerpos descritos anteriormente se produjeron en cantidades en miligramos mediante transfecciones
transitorias a mayor escala en células 293 PEAK. Se utilizaron sobrenadantes de anticuerpos no purificados brutos
para examinar la union del anticuerpo a virus influenza A/Puerto Rico/8/1932 (PR8) sobre placas de ELISA, y se
compararon con la uniéon del anticuerpo de control 14C2, que también fue producido mediante transfeccion
transitoria a mayor escala. Los anticuerpos monoclonales humanos recombinantes anti-M2 se unieron a influenza
mientras que el anticuerpo de control no lo hizo (Figura 9).

La unién también se sometioé a ensayo sobre células MDCK infectadas con el virus PR8 (Figura 10). El anticuerpo de
control 14C2 y los tres clones anti M2E: 8110, 21B15 y 23K12, mostraron todos unién especifica a la proteina M2
expresada sobre la superficie de células infectadas con PR8. No se observo unidn sobre las células no infectadas.
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Los anticuerpos se purificaron sobre columnas de proteina A a partir de los sobrenadantes. El analisis FACs se
realizé utilizando anticuerpos purificados a una concentracion de 1 ug por ml para examinar la unién de los
anticuerpos a células 293 PEAK transfectadas transitoriamente que expresaban las proteinas M2 sobre la superficie
celular. La uniéon se midi6 sometiendo a ensayo la unién a células simuladamente transfectadas y células
transfectadas transitoriamente con proteinas M2 del subtipo H3N2 de Influenza A/Vietnam/1203/2004 (VN1203), o
de A/Hong Kong/483/1997 HK483. Como control positivo se utilizé el anticuerpo 14C2. Los controles con anticuerpo
no tefiido y secundario solo ayudaron a determinar el fondo. Se observéd tincion especifica para las células
transfectadas con la proteina M2 para los tres clones. Ademas, los tres clones se unieron muy bien a las proteinas
M2 de las cepas muy patégenas A/Vietnam/1203/2004 y A/Hong Kong/483/1997, mientras que el control positivo
14C2 que se unian bien a la proteina M2 de H3N2, se unia mucho mas débilmente a la proteina M2 de
A/Vietnam/1203/2004 y no se unia a la proteina M2 de A/Hong Kong/483/1997. Véase la Figura 11.

Los anticuerpos 21B15, 23K12, y 8110 se unian a la superficie de las células HEK 293 que expresaban establemente
la proteina M2, pero no a las células transfectadas con el vector (véase la Figura 1). Ademas, no hubo competencia
en la unién de estos anticuerpos por la presencia de 5 mg/ml de un péptido M2 de 24 unidades, mientras que la
unién del anticuerpo 14C2 quimérico de control con region V de raton/kappa de IgG 1 humana (hu14C2) generado
contra el péptido M2 lineal fue inhibida completamente por el péptido M2 (véase la Figura 1). Estos datos confirman
que estos anticuerpos se unen a epitopos conformacionales presentes en M2e expresada sobre la superficie de la
célula o del virus, en oposicion al péptido M2e lineal.

Ejemplo 5: Union viral de anticuerpos monoclonales humanos anti-influenza

Se cultivd en placa virus de influenza A (A/PR/8/34) inactivado mediante UV (Applied Biotechnologies) en placas
MaxiSorp de 384 pocillos (Nunc) a 1,2 pg/ml en PBS, con 25 pl/pocillo, y se incubé a 4°C durante la noche. Las
placas se lavaron a continuacion tres veces con PBS, y se bloguearon con leche en polvo desnatada al 1% en PBS,
50 ul/pocillo, y después se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hr. Después de un segundo lavado con
PBS, se afiadieron los MAb a las concentraciones indicadas por triplicado, y las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de otro lavado con PBS, se afiadieron a cada pocillo 25 pl de una diluciéon 1/5000
de anti-Fc de IgG humana de cabra conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Pierce) en PBS/Leche al
1%, y las placas se dejaron a temperatura ambiente durante 1 hr. Después del lavado final con PBS, se afiadi6 el
sustrato para HRP 1-Step™ Ultra-TMB-ELISA (Pierce) a 25 pl/pocillo, y la reacciéon prosiguié en oscuridad a
temperatura ambiente. El analisis se detuvo con 25 pl/pocillo de H,SO4 1N, y se leyé la absorbancia de luz a 450 nm
(A450) en un lector de placas SpectroMax Plus. Los datos se normalizaron a la absorbancia de la uniéon de MAb 8110
a 10 pg/ml. Los resultados se muestran en las Figuras 2A 'y 2B.

Ejemplo 6: Unién de anticuerpos monoclonales anti-influenza humanos a variantes de M2 completas

Las variantes de M2 (incluyendo aquellas con un fenotipo de alta patologia in vivo) se seleccionaron para su analisis.
Véase la Figura 3A para las secuencias.

Los constructos de ADNc de M2 se transfectaron transitoriamente en células HEK293 y se analizaron como sigue:
Para analizar los transfectantes transitorios mediante FACS, las células sobre placas de cultivo de tejido de 10 cm
se trataron con 0,5 ml de Tampén de Disociacion Celular "Cell Dissociation Buffer" (Invitrogen), y se cosecharon. Las
células se lavaron en PBS que contenia FBS al 1%, NaNs al 0,2% (tampén FACS), y se resuspendieron en 0,6 ml de
tampon FACS con un suplemento de 100 pg/ml de IgG de conejo. Cada transfectante se mezclé con los MAb
indicados a 1 yg/ml en 0,2 ml de tampdn FACS, con 5 x 10° a 10° células por muestra. Las células se lavaron tres
veces con tampén FACS, y cada muestra se resuspendié en 0,1 ml que contenian 1 pyg/ml de anti-IgG humana H+L
alexafluor (AF) 647 (Invitrogen). Las células se lavaron de nuevo y se realizé la citrometria de flujo en un dispositivo
FACSCanto (Becton-Dickenson). Los datos se expresan como un porcentaje de la fluorescencia media del
transfectante transitorio M2-D20. Los datos para la unién de la variante son representativos de 2 experimentos. Los
datos para los mutantes de alanina son lecturas medias de 3 experimentos separados con error tipico. Los
resultados se muestran en las Figuras 3B y 3C.

Ejemplo 7: Mutagénesis de barrido con alanina para evaluar la uniéon a M2

Para evaluar los sitios de union al anticuerpo, la alanina fue sustituida en las posiciones de aminoacidos individuales
segun se indica mediante mutagénesis dirigida al sitio.

Los constructos de ADNc M2 se transfectaron transitoriamente en células HEK293 y se analizaron como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Los resultados se muestran en la Figura 4A y 4B. La Figura 8 muestra que el
epitopo se encuentra en una regién altamente conservada del extremo amino del polipéptido M2. Como se muestra
en las Figuras 4A, 4B y la Figura 8, el epitopo incluye la serina en la posicion 2, la treonina en la posicidon 5 y el acido
glutamico en la posicion 6 del polipéptido M2.

Ejemplo 8: Bloqueo de epitopos

Para determinar si los MAb 8110 y 23K12 se unen al mismo sitio, se expresé establemente la proteina M2 que
representaba la secuencia de la cepa de influenza A/HK/483/1997 en la linea celular CHO (Ovario de Hamster
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Chino) DG44. Las células se trataron con Tampoén de Disociacion Celular (Invitrogen), y se cosecharon. Las células
se lavaron en PBS que contenia FBS al 1%, NaN3; al 0,2% (tampén FACS), y se resuspendieron a 10’ células/ml en
tampdon FACS con un suplemento de IgG de conejo de 100 ug/ml. Las células se pre-unieron mediante cualquier
MADb (o el control 2N9) a 10 pug/ml durante 1 hr a 4°C, y a continuacién se lavaron con tampén FACS. A continuacion
se utiliz6 AF647-8110 o -23K12 (marcado con el Kit de marcaje de Proteinas AlexaFluor ® 647 (Invitrogen))
conjugado directamente para tefiir las muestras celulares pre-bloqueadas a 1 pug/ml para 10° células por muestra.
Los andlisis de citometria de flujo prosiguieron como antes con el FACSCanto. Los datos son lecturas promedio de 3
experimentos separados con error tipico. Los resultados se muestran en la Figura 5.

Ejemplo 9: Unidn de anticuerpos monoclonales humanos anti-influenza a variantes de M2 y péptidos truncados de
M2

La reactividad cruzada de los mAb 8i10 y 23K12 con otras variantes peptidicas de M2 se evaludé mediante ELISA.
Las secuencias de los péptidos se muestran en las Figuras 6A y 6B. Adicionalmente, se utilizé un ELISA similar para
determinar la actividad de union a los péptidos truncados de M2.

En resumen, cada péptido se revistid6 a 2 yg/mL sobre una placa de 384 pocillos de fondo plano (Nunc) en 25
uL/pocillo de tampén PBS durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron tres veces y se bloquearon con Leche al
1%/PBS durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces, se afiadieron los titulos de los MADb
y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Se afiadié anti-Fc de inmunoglobulina humana especifico
de cabra conjugada con HRP diluida (Pierce) a cada pocillo después de lavar tres veces. Las placas se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente y se lavaron tres veces. Se afiadié 1-Step™ Ultra-TMB-ELISA (Pierce) a
25 pl/pocillo, y la reaccion prosiguio en la oscuridad a temperatura ambiente. El andlisis se detuvo con 25 ul/pocillo
de HySO4 1N, y se leyd la absorbancia de luz a 450 nm (A450) en un lector de placas SpectroMax Plus. Los
resultados se muestran en las Figuras 6A y 6B.

Ejemplo 10: Evaluacion in vivo de la capacidad de los anticuerpos monoclonales humanos anti-influenza para
proteger de la sensibilizacidn viral letal

Se someti6 a ensayo la capacidad de los anticuerpos, 23K12 y 8110, para proteger ratones de la sensibilizacion viral
letal con una cepa de influenza aviar muy patégena.

Se distribuyeron al azar ratones BALB/c hembra en 5 grupos de 10. Un dia antes (Dia -1 (menos uno)) y dos dias
después de la infeccion (Dia +2 (mas dos)) se administraron 200 ug de anticuerpo a través de una inyeccion
intraperitoneal de 200 pl. El dia 0 (cero), se administré intranasalmente una DL90 (dosis letal 90) aproximada de
virus de la influenza A/Vietnam/1203/04, en un volumen de 30 pl. Se observé la tasa de supervivencia del Dia 1 al
Dia 28 post-infeccién. Los resultados se muestran en la Figura 7.

52



10

15

20

25

30

35

ES 2395784 T3

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-ectodominio de la matriz 2 (M2e) completamente humano aislado,

en donde dicho anticuerpo comprende una regién CDR1 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos de
NYYWS (SEQ ID NO: 72); una region CDR2 de Vu que comprende la secuencia de aminoacidos de
FIYYGGNTKYNPSLKS (SEQ ID NO: 74); una regién CDR3 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos de
ASCSGGYCILD (SEQ ID NO: 76); una region CDR1 de V_ que comprende la secuencia de aminoacidos de
RASQNIYKYLN (SEQ ID NO: 59); una regiéon CDR2 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos de
AASGLQS (SEQ ID NO: 61); y una region CDR3 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos QQSYSPPLT
(SEQ ID NO: 63), o

en donde dicho anticuerpo comprende una regién CDR1 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos de
SNYMS (SEQ ID NO: 103); una region CDR2 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos de VIYSGGSTYY
ADSVK (SEQ ID NO: 105), una region CDR3 de V4 que comprende la secuencia de aminoacidos de
CLSRMRGYGLDV (SEQ ID NO: 107); una CDR1 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos de
RTSQSISSYLN (SEQ ID NO: 92); una region CDR2 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos de
AASSLQSGVPSRF (SEQ ID NO: 94); y una regién CDR3 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos de
QQSYSMPA (SEQ ID NO: 96).

2. El anticuerpo de acuerdo con reivindicacion 1, en donde dicho anticuerpo esta conectado operablemente a un
agente terapéutico o una marca detectable.

3. Una composiciéon que comprende el anticuerpo de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende adicionalmente
opcionalmente un farmaco antiviral, un inhibidor de la entrada viral o un inhibidor del anclaje viral.

4. La composicion de la reivindicaciéon 3 que comprende adicionalmente un farmaco anti-viral, en donde dicho
farmaco anti-viral es un inhibidor de neuraminidasa tal como zanamivir o fosfato de oseltamivir; un inhibidor de HA;
un inhibidor de acido sialico; o un inhibidor del canal idbnico de M2 tal como amantadina o rimantadina.

5. La composicion de la reivindicacion 3 que comprende adicionalmente un segundo anticuerpo anti-influenza A.

6. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su
uso como medicamento.

7. Una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su
uso en el tratamiento o la prevencion de una infeccion por el virus de la influenza.

8. Un método para determinar la presencia de una infeccion por virus de la influenza en un paciente, que comprende
las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica obtenida del paciente con el anticuerpo de acuerdo con la
reivindicaciéon 1 o 2;

(b) detectar una cantidad del anticuerpo que se une a la muestra bioldgica; y

(c) comparar la cantidad de anticuerpo que se une a la muestra biolégica a un valor de control; y determinar de
alli la presencia del virus de la influenza en el paciente.

9. Un kit diagndstico que comprende el anticuerpo de acuerdo con reivindicacién 1-2.
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Figura 2A. Unién Viral

ELISA de Influenza A/PR/8/32
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Figura 4A Mutagénesis de Barrido con Alanina
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Figura 4B. Mutagénesis de Barrido con Alanina
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Figura 5. Bloqueo de Epitopos
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FIGURA 11
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