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DESCRIPCION
Anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus humano y uso de los mismos
Campo técnico

La presente invencién se refiere a anticuerpos que tienen una elevada potencia en la neutralizacion del
citomegalovirus humano (hCMV) y que son especificos para una combinacion de las proteinas del hCMV UL128,
UL130 y UL131A. En el presente documento se describen linfocitos B inmortalizados que producen dichos
anticuerpos monoclonales.

En el presente documento también se describe el epitopo determinado por una combinacién de las proteinas del
hCMV UL128, UL130 y UL131A a las que se unen los anticuerpos, asi como el uso de los anticuerpos y del epitopo en
métodos de cribado, de diagndstico, de profilaxis y de terapia de una enfermedad.

Antecedentes de la técnica

El citomegalovirus humano (hCMV) es un patégeno ampliamente distribuido que puede provocar una patologia
grave en adultos inmunodeprimidos y tras la infeccion del feto, y que se ha relacionado con enfermedades crénicas
tales como la aterosclerosis. EIl hCMV infecta multiples tipos celulares que incluyen fibroblastos, células endoteliales,
epiteliales y hematopoyéticas [1]. Las cepas atenuadas propagadas in vifro del hCMV que estan siendo desarrolladas
como vacunas candidatas han perdido el tropismo por las células endoteliales, mientras que conservan la capacidad
de infectar a los fibroblastos [2]. Se cree que dos complejos glucoproteicos viricos controlan el tropismo celular del
hCMV. Parece que es necesario un complejo de glucoproteinas tales como gH, gL y gO para la infeccion de los
fibroblastos, mientras que un complejo de gH, gL y las proteinas codificadas por los genes UL131 - UL128 estan
implicados en la infeccién de las células endoteliales, de las células epiteliales y de las células dendriticas [2-8].

Ya se han comercializado globulinas hiperinmunes para la profilaxis de la enfermedad por el hCMV asociada al
transplante, y pruebas recientes indican que tienen un efecto terapéutico en mujeres embarazadas [9]. Esta
metodologia terapéutica esta limitada por la baja cantidad de anticuerpos neutralizantes que pueden ser transferidos, y
por esta razon seria altamente deseable la disponibilidad de anticuerpos humanos (tales como anticuerpos
monoclonales humanos) con una elevada capacidad de neutralizacion.

Sin embargo, la diana de los anticuerpos neutralizantes del hCMV aln esta por establecer. Aunque algunos
anticuerpos contra la gH, la gB y los productos del gen UL128 y UL130 han mostrado una actividad de neutralizacion in
vitro [7, 10, 11] y se ha evaluado un anticuerpo contra la gH en ensayos clinicos que fueron interrumpidos debido a la
ausencia de efectos terapéuticos, la potencia de neutralizacion de los anticuerpos monoclonales aislados es hasta
ahora modesta, dado que se observé una neutralizacién a unas concentraciones de anticuerpos que varian desde
0,5 hasta 20 microgramos/ml. Ademas, los métodos actuales miden normalmente la potencia de neutralizacion de
los anticuerpos anti-hCMV mediante el uso de fibroblastos como células diana.

Sin embargo, también se sabe que el hCMV provoca enfermedades mediante la infeccion de otros tipos celulares
tales como células endoteliales, epiteliales y leucocitos. Los anticuerpos conocidos contra la UL128 y la UL130
muestran una potencia muy baja en la neutralizacion de la infeccién de las células endoteliales [7] y parece que no hay
ningun anticuerpo monoclonal disponible que sea capaz de neutralizar la infeccion de células diana que no sean
fibroblastos con una elevada potencia. Se han descrito anticuerpos contra un complejo proteico del CMV que comprende
pUL128 o pUL130 [43], al igual que anticuerpos que neutralizan el hCMV, incluyendo anticuerpos especificos para una
combinacion de la UL130 y la UL131A [44].

Existe por tanto una necesidad de anticuerpos que neutralizan la infeccién por el hCMV de células diana que no sean
fibroblastos con una mayor potencia, asi como la elucidaciéon de la (las) diana (s) al (las) que se une(n) dichos
anticuerpos.

Sumario de la invenciéon

La invenciéon se basa, en parte, en el descubrimiento de nuevos anticuerpos que neutralizan el hCMV con una
elevada potencia, asi como de nuevos epitopos a los que se unen anticuerpos de la invencion. Consecuentemente,
en una forma de realizacion, la invencion comprende un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, que es especifico para una combinacion de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A, formando la
combinacién en epitopo reconocido por dicho anticuerpo o fragmento de unién, y que neutraliza la infecciéon de las
células endoteliales, de las células retinianas o de las células dendriticas por parte del citomegalovirus humano (hCMV),
en el que el anticuerpo o el fragmento comprende las secuencias de la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 segun
se establece en la SEQ ID NO: 1, en la SEQ ID NO: 2 y en la SEQ ID NO: 3, respectivamente, y las secuencias de la
cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 segun se establece en la SEQ ID NO: 4, en la SEQ ID NO: 5y en la SEQ ID NO:
6, respectivamente.
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En otra forma de realizacion la invencién comprende una molécula de acido nucleico que codifica para un anticuerpo
o un fragmento de anticuerpo de la invencion.

En otra forma de realizacién mas la invencion comprende un vector que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica para un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de la invencion.

En una forma de realizacioén adicional la invencion comprende una célula que comprende un vector que comprende
una molécula de acido nucleico de la invencion.

En el presente documento también se describe un clon de linfocitos B inmortalizados que expresan un anticuerpo que
tiene una elevada potencia en la neutralizacion del hCMV, en el que dicho anticuerpo es especifico para una
combinacién de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A.

En el presente documento también se describe un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion, un polipéptido
inmundgeno que comprende un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion, y un ligando que se une a un
epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion.

En el presente documento se describen métodos para la produccién de anticuerpos con una elevada potencia en la
neutralizacion del hCMV, en los que dicho anticuerpo es especifico para una combinacién de las proteinas del hCMV
UL128, UL130 y UL131A. El método comprende (i) el cultivo de un clon de linfocitos B inmortalizados que expresan un
anticuerpo de la invencion y (ii) el aislamiento de los anticuerpos a partir de los linfocitos B.

En otra forma de realizacion la invencién comprende una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o
un fragmento de anticuerpo de la invencién, y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable. También se
describen composiciones farmacéuticas que comprenden un acido nucleico de la invencién, un clon de linfocitos B
inmortalizados que expresan un anticuerpo de la invencion, o un polipéptido inmundgeno que comprende un epitopo
que se une a un anticuerpo o a un fragmento de anticuerpo de la invencion.

En una forma de realizacion adicional la invencion comprende el uso de un anticuerpo o de un fragmento, de un
acido nucleico, o de una célula o de una composicion de la invencion, en la preparaciéon de un medicamento para la
prevencion o el tratamiento de una infeccion por el hCMV; y un anticuerpo o un fragmento o la composicion de la
invencion para su uso en la prevencion o el tratamiento de una infeccién por el hCMV.

En el presente documento se describe un kit para el diagndstico de una infeccion por el hCMV que comprende
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencion, un acido nucleico que codifica para un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo de la invencion, o un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion.

En el presente documento también se describe un método para la preparacion de una célula recombinante. El
método comprende: (i) la secuenciacion de un acido nucleico a partir de un clon de linfocitos B inmortalizados que
expresan un anticuerpo de la invencion y (ii) el uso de la informacién de la secuencia obtenida a partir de la etapa (i)
para la preparacion de un acido nucleico para su insercion en un hospedador de expresion con objeto de permitir la
expresion del anticuerpo de interés en ese hospedador.

También se describe un método para la producciéon de anticuerpos que tienen una elevada potencia en la
neutralizacion del hCMV y que son especificos para una combinacion de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y
UL131A. El método comprende el cultivo o el subcultivo de un vector de expresién obtenible mediante el método
descrito anteriormente, y opcionalmente, la purificacion del anticuerpo de interés.

También se describe un método de cribado de polipéptidos que pueden inducir una respuesta inmunitaria frente al
hCMV, que comprende el cribado de genotecas de polipéptidos mediante el uso de un anticuerpo o de un fragmento
de anticuerpo de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un analisis mediante FACS que demuestra que el anticuerpo monoclonal humano (mAb) 6G4
reconoce un epitopo terminado por una combinacioén de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A.

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
6G4. Las secuencias CDR estan en negrita.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se basa en la produccion de anticuerpos y de fragmentos de anticuerpos que neutralizan una infeccion por
el hCMV y que tienen una potencia particularmente elevada en la neutralizaciéon de una infeccion por el hCMV.
Dichos anticuerpos son deseables, ya que Unicamente se requieren unas bajas concentraciones con objeto de
neutralizar una cantidad dada de virus. Esto facilita unos mayores niveles de proteccion mientras se administran
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unas cantidades menores de anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales humanos también estan incluidos en el ambito
de la invencion. Los inventores han descubierto que los anticuerpos dirigidos contra una combinacién de las proteinas
del hCMV UL128, UL130 y UL131A son particularmente eficaces en la neutralizacion del hCMV. Sin estar cefiidos a
ninguna teoria, esta combinacién puede ser un complejo concreto de UL128, UL130 y UL131A que forma un Unico
epitopo reconocido por el anticuerpo.

En el presente documento también se describe la caracterizacion del epitopo al que se unen los anticuerpos y el uso
de ese epitopo para aumentar la respuesta inmunitaria.

En el presente documento también se describen varios métodos y usos que implican los anticuerpos de la invencion, y
los epitopos a los que se unen.

Anticuerpos de la invencioén

La invencion se refiere a anticuerpos monoclonales o recombinantes que tienen una potencia particularmente
elevada en la neutralizacion del hCMV. La invencion también se refiere a fragmentos de estos anticuerpos
monoclonales o recombinantes, particularmente a fragmentos que conservan la actividad de unién al antigeno de los
anticuerpos. En esta memoria descriptiva, por "una elevada potencia en la neutralizacién del hCMV" se entiende que
una molécula de anticuerpo de la invencién neutraliza el hCMV en un ensayo estandar a una concentracion mucho
menor que los anticuerpos conocidos en la materia, por ejemplo, en comparacién con MSL-109, 8F9 o 3E3.

En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo de la presente invencién puede neutralizar el hCMV a una
concentracion de 0,16 ug/ml o inferior (es decir, de 0,15, de 0,125, de 0,1, de 0,075, de 0,05, de 0,025, de 0,02, de
0,015, de 0,0125, de 0,01, de 0,0075, de 0,005, de 0,004, de 0,003, de 0,002 o inferior). En otra forma de realizacion,
el anticuerpo puede neutralizar el hCMV a una concentracion de 0,016 pg/ml o inferior (es decir, a una concentracion
de anticuerpo inferior a, por ejemplo, 108 M, 10° M, 1070 M, 10 M, 1072 M, 10 M). Esto significa que sdlo se
requieren unas concentraciones de anticuerpos muy bajas para la neutralizacién del 50 % de una cepa clinica del
hCMYV in vitro en comparacion con la concentracion de los anticuerpos conocidos, por ejemplo, MSL-109, 8F9 o 3E3,
requerida para la neutralizacién del mismo titulo de hCMV. En una forma de realizacién adicional, la concentracion del
anticuerpo de la invencion requerida para la neutralizacion del 50 % de la infeccion de células endoteliales, de células
epiteliales y de células dendriticas por parte de una cepa clinica del hCMV in vitro es 10 veces inferior o mas (es decir,
25, 50, 75, 100, 150, 200 o mas) a la requerida por MSL-109, 8F9 o 3E3. La potencia puede medirse mediante el
uso de un ensayo de neutralizacion estandar segun se describe en la materia.

Los anticuerpos de la invencién son capaces de neutralizar una infecciéon por el hCMV de diversos tipos celulares. Un
anticuerpo de acuerdo con la invencién impide la infeccion de las células endoteliales, de las células retinianas o de las
células dendriticas.

Estos anticuerpos pueden usarse como agentes profilacticos o terapéuticos tras una formulacion apropiada, o como
una herramienta diagndstica.

Un "anticuerpo de neutralizacion" es aquel que neutraliza la capacidad del patdgeno para iniciar y/o perpetuar una
infeccién en un hospedador. La invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano de neutralizacion, en el que
el anticuerpo reconoce un antigeno del hCMV.

Especificamente, un anticuerpo de acuerdo con la invencion tiene especificidad por una combinacion de las
proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A.

En una forma de realizacién, un anticuerpo de acuerdo con la invencién es un anticuerpo monoclonal denominado en el
presente documento 6G4. Este anticuerpo, aislado a partir de un donante infectado por el hCMV, es producido por un
clon de linfocitos B inmortalizados denominado 6G4. Este anticuerpo neutraliza una infeccién por el hCMV de células
endoteliales, de células epiteliales, tales como células retinianas, y de células mieloides, tales como células
dendriticas.

La cadena pesada del 6G4 tiene la secuencia de aminoacidos citada en la SEQ ID NO: 7 y la cadena ligera tiene la
secuencia de aminoacidos citada en la SEQ ID NO: 8. Las CDR de las cadenas pesadas del anticuerpo se
denominan CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente. De forma analoga, las CDR de las cadenas ligeras del
anticuerpo se denominan CDRL1, CDRL2 y CDRLS, respectivamente. La posicion de los aminoacidos de las CDR se
define de acuerdo con el sistema de numeracion IMGT [12, 13, 14] como: CDR1 - posiciones IMGT 27 a 38, CDR2 -
posiciones IMGT 56 a 65 y CDR3 - posiciones IMGT 105 a 117.

Las secuencias de aminoacidos de las CDR de este anticuerpo se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1

6G4

CDRH1 |GYRFTSYY (SEQ ID NO: 1)

CDRH2 |IYPGDSDI (SEQ ID NO: 2)

CDRH3 |ARLSLTESGDYVGAFDI (SEQ ID NO: 3)
CDRL1 |QSLYYSDDNIF (SEQ ID NO: 4)
CDRL2 |KVS (SEQ ID NO: 5)

CDRL3 |MQGRHWPPLFT (SEQ ID NO: 6)

Los anticuerpos de la invencién comprenden una cadena pesada que comprende las tres CDR de la cadena pesada
del 6G4 (SEQ ID NO: 1 - 3). Esto es, un anticuerpo de acuerdo con la invencidon comprende una cadena pesada que
comprende (i) la SEQ ID NO: 1 para la CDRH1, la SEQ ID NO: 2 para la CDRH2 y la SEQ ID NO: 3 para la CDRH3.

Los anticuerpos de la invencion comprenden una cadena ligera que comprende las tres CDR de la cadena ligera del
6G4 (SEQ ID NO: 4 - 6). Esto es, un anticuerpo de la invencion comprende una cadena ligera que comprende (i) la
SEQ ID NO: 4 para la CDRL1, la SEQ ID NO: 5 para la CDRL2 y la SEQ ID NO: 6 para la CDRL3.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencion tiene especificidad por una combinacion de las proteinas del hCMV UL128,
UL130 y UL131A, y puede comprender una cadena pesada que tiene un secuencia de aminoacidos que es idéntica
en al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al
menos el 98 % o al menos el 99 %, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7. En una forma de realizacion,
un anticuerpo de acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada que tiene la secuencia citada en la SEQ
ID NO: 7.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencion tiene especificidad por una combinacién de las proteinas del hCMV UL128,
UL130 y UL131A y puede comprender una cadena ligera que tiene un secuencia de aminoacidos que es idéntica en al
menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos
el 98 % o al menos el 99 %, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8. En otra forma de realizacién mas,
un anticuerpo de acuerdo con la invencion comprende una cadena ligera que tiene la secuencia citada en la SEQ ID
NO: 8.

En otro aspecto, la invencion también incluye secuencias de acidos nucleicos que codifican para anticuerpos y
fragmentos los mismos de la invencion. También se describen secuencias de acidos nucleicos que codifican para
parte o todas las cadenas ligera y pesada y las CDR de los anticuerpos de la presente invencién. En una forma de
realizacion, las secuencias de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién incluyen secuencias de acidos nucleicos
que tienen una identidad de al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el
90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO:
9 o de la SEQ ID NO: 10. Una secuencia de acidos nucleicos de la invencion puede comprender la secuencia de la
SEQ ID NO: 9 (que codifica para la regién variable de la cadena pesada del 6G4) o la SEQ ID NO: 10 (que codifica
para region variable de la cadena ligera del 6G4). Las secuencias de acidos nucleicos de la invencién pueden incluir
aquellas que codifican para las diversas CDR incluyen la SEQ ID NO: 11 (que codifica para la CDRH del 6G4), la SEQ ID
NO: 12 (que codifica para la CDRH2 del 6G4), la SEQ ID NO: 13 (que codifica para la CDRH3 del 6G4), la SEQ ID NO:
14 (que codifica para la 6G4 CDRL1), la SEQ ID NO: 15 (que codifica para 6G4 CDRL2) y la SEQ ID NO: 16 (que
codifica para CDRL3 del6G4). Debido a la redundancia del cddigo genético, pueden existir variantes de estas secuencias
que codifiquen para la misma secuencia de aminoacidos. Estas variantes estan incluidas en el ambito de la invencion.

Las variantes de anticuerpos también estan incluidas en el ambito de la invencién. Por lo tanto, las variantes de las
secuencias citadas en la solicitud también estan incluidas en el ambito de la invencién. Dichas variantes incluyen
valientes naturales generadas mediante una mutacion somatica in vivo durante la respuesta inmunitaria, o in vitro tras el
cultivo de clones de linfocitos B inmortalizados. Alternativamente, pueden aparecer variantes debido a la degeneracion
del cédigo genético, como se ha mencionado anteriormente. Alternativamente, pueden producirse variantes naturales
debido a errores en la transcripcion o en la traduccion.

Pueden obtenerse variantes adicionales de las secuencias de anticuerpos que contengan una afinidad mejorada y/o
una potencia mejorada mediante el uso de métodos conocidos en la materia, y estan incluidas en el ambito de la
invencion. Por ejemplo, pueden usarse sustituciones de aminoacidos para obtener anticuerpos con una afinidad
adicionalmente mejorada.

Alternativamente, puede usarse una optimizacion de codon de la secuencia de nucleotidos para mejorar la eficacia de
la traduccién en los sistemas de expresion para la produccién del anticuerpo. Ademas, los polinucledtidos que
comprenden una secuencia optimizada para la especificidad del anticuerpo, o la neutralizacion de la actividad
mediante la aplicacién de un método de evolucién dirigida a cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos de la
invencion, también estan en el ambito de la invencion. En una forma de realizacion, las variantes de las secuencias de
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anticuerpos pueden compartir una identidad del 70 % o mas (es decir, del 75 %, del 80 %, del 85 %, del 90 %, del 95
%, del 97 %, del 98 %, del 99 % o mas) en la secuencia de aminoacidos con las secuencias citadas en la solicitud. En
algunas formas de realizacion, dicha identidad de secuencia se calcula con respecto a la longitud completa de la
secuencia de referencia (es decir, la secuencia citada en la solicitud). En algunas formas de realizacion adicionales, el
porcentaje de identidad, segun se denomina en el presente documento, se determina mediante el uso de BLAST
version 2.1.3 mediante el uso de los parametros por defecto especificados por el NCBI (el National Center for
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [Blosum 62 matriz; penalizacién por apertura de hueco = 11y
penalizacion por extension de hueco = 1].

Adicionalmente estan incluidos en el ambito de la invencion los vectores, por ejemplo, los vectores de expresion, que
comprenden una secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién. Las células transformadas con dichos
vectores también estan incluidas en el ambito de la invencion. Algunos ejemplos de dichas células incluyen, pero no se
limitan a, células eucariotas, por ejemplo, células de levadura, células animales o células vegetales. En una forma de
realizacion, las células son células de mamifero, por ejemplo, humanas, CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, de mieloma
o de hibridoma.

Los anticuerpos monoclonales y recombinantes son particularmente Utiles en la identificacion y la purificacion de los
polipéptidos individuales o de otros antigenos contra los que estan dirigidos. Los anticuerpos de la invencion tienen
una utilidad adicional ya que pueden ser empleados como reactivos en inmunoensayos, radioinmunoensayos (RIA) o
ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA). En dichas aplicaciones, los anticuerpos pueden marcarse con un
reactivo detectable analiticamente, tal como un radioisétopo, una molécula fluorescente o una enzima. Los
anticuerpos también pueden usarse para la identificacion y la caracterizacion molecular (cartografiado de epitopos)
de los antigenos.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser acoplados a un farmaco para su administracion en un sitio de
tratamiento, o acoplados a un marcador detectable para facilitar la visualizacidon de un sitio que comprende células
de interés, tales como células infectadas por el hCMV. Los métodos para el acoplamiento de los anticuerpos a los
farmacos y a los marcadores detectables son bien conocidos en la materia, al igual que los métodos para la
visualizacion mediante el uso de marcadores detectables. Los anticuerpos marcados pueden emplearse en una gran
diversidad de ensayos, que emplean una gran diversidad de marcadores. La deteccion de la formacién de un
complejo de anticuerpo-antigeno entre un anticuerpo de la invencion y un epitopo de interés (un epitopo del hCMV)
puede estar facilitada por la unidon de una sustancia detectable al anticuerpo. Algunos medios de deteccion
adecuados incluyen el uso de marcadores tales como radiondclidos, enzimas, coenzimas, fluorescedores,
quimioluminescedores, cromogenos, sustratos o cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos, complejos de grupos
prostéticos, radicales libres, particulas, colorantes y similares. Algunos ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; algunos ejemplos de complejos
de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina / biotina y avidina / biotina; algunos ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina de
diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente es el luminol; algunos
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y algunos ejemplos de materiales
radioactivos adecuados incluyen 125I, 131I, %3 0 °H. Dichos reactivos marcados pueden usarse en una diversidad de
ensayos bien conocidos, tales como radioinmunoensayos, enzimoinmunoensayos, por ejemplo, ELISA,
inmunoensayos fluorescentes y similares. Véanse, por ejemplo, las referencias 15 - 18.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencion puede estar conjugado con una fraccion terapéutica tal como una
citotoxina, un agente terapéutico o un ion metalico radioactivo o un radioisétopo. Algunos ejemplos de radioisétopos
incluyen, pero no se limitan a, I-131, 1-123, |-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212, Bi-213, Pd-109, Tc-
99, In-111 y similares. Dichos conjugados de anticuerpos pueden usarse para la modificacion de una respuesta
biolégica dada; no debe interpretarse que la fraccion del farmaco esta limitada a los agentes terapéuticos quimicos
clasicos. Por ejemplo, la fraccion del farmaco puede ser una proteina o un polipéptido que posea una actividad biolégica
deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como la abrina, la ricina A, la exotoxina de
pseudomonas o la toxina diftérica.

Las técnicas para la conjugacion de dicha fraccion terapéutica a los anticuerpos son bien conocidas. Véase, por
ejemplo, Arnon et al. (1985) "Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy," en Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), paginas 243 - 256; ed. Hellstrom et al. (1987)
"Antibodies for Drug Delivery," en Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (22 ed; Marcel Dekker, Inc.), paginas
623 - 653; Thorpe (1985) "Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review," en Monoclonal
Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, ed. Pinchera et al., paginas 475 - 506 (Editrice Kurds, Milan, Italia,
1985); "Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy,"
en Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, ed. Baldwin et al. (Academic Press, Nueva York, 1985),
paginas 303 - 316; y Thorpe et al. (1982) Immunol. Rev. 62: 1 19 - 158.

Alternativamente, un anticuerpo puede estar conjugado con un segundo anticuerpo para formar un anticuerpo
heteroconjugado segun se describe en la referencia 19. Ademas, pueden usarse conectores entre los marcadores y
los anticuerpos de la invencion [20]. Los anticuerpos o los fragmentos de unién al antigeno de los mismos pueden
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marcarse directamente con yodo, indio, ytrio radioactivo u otra particula radioactiva conocida en la materia [21]. El
tratamiento puede consistir en una combinacién del tratamiento con anticuerpos conjugados y no conjugados
administrados simultaneamente o posteriormente [22, 23].

Los anticuerpos de la invencion pueden estar unidos a un soporte sélido.

Adicionalmente, los anticuerpos de la invencion, o los fragmentos de anticuerpos funcionales de los mismos, pueden
ser modificados quimicamente mediante una conjugacion covalente con un polimero, por ejemplo, para aumentar su
semivida en circulacion. Algunos ejemplos de polimeros y de métodos para unir los péptidos se muestran en las
referencias 24 - 27. En algunas formas de realizacion los polimeros pueden elegirse de entre polioles polioxietilados y
polietilenglicol (PEG). El PEG es soluble en agua a la temperatura ambiente y tiene la férmula general: R(O--CH, --
CH), O--R en la que R puede ser hidrogeno, o un grupo protector tal como un alquilo o un grupo alcanol. En una
forma de realizacion el grupo protector puede tener entre 1 y 8 carbonos. En una forma de realizacién adicional el
grupo protector es metilo. El simbolo n es un nimero entero positivo. En una forma de realizacion n es entre 1 y 1.000.
En otra forma de realizacién n es entre 2 y 500. En una forma de realizacion el PEG tiene un peso molecular medio
de entre 1.000 y 40.000. En una forma de realizacion adicional el PEG tiene un peso molecular de entre 2.000 y
20.000. En una forma de realizacion adicional mas el PEG tiene un peso molecular de entre 3.000 y 12.000. En una
forma de realizacion el PEG tiene al menos un grupo hidroxi. En otra forma de realizaciéon el PEG tiene un grupo
hidroxi terminal. En otra forma de realizacién mas es el grupo hidroxi terminal es el que es activado para que
reaccione con el grupo amino libre del inhibidor. Sin embargo, se entendera que el tipo y la cantidad de grupos
reactivos pueden variar para conseguir un PEG / anticuerpo conjugado covalentemente de la presente invencion.

Los polioles polioxietilados solubles en agua también son Utiles en la presente invencion. Estos incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado (POG) y similares. En una forma de realizacion, se usa el
POG. Sin estar cefidos a ninguna teoria, esto puede ser debido a que el esqueleto de glicerol en el glicerol
polioxietilado es el mismo esqueleto que aparece de forma natural, por ejemplo, en animales y en seres humanos en
mono, di, triglicéridos, por lo tanto esta ramificaciéon no deberia ser necesariamente contemplada como un agente
extrafio en el cuerpo. En algunas formas de realizacién el POG tiene un peso molecular en mismo intervalo que el
PEG. La estructura del POG se muestra en la referencia 28.

Otro sistema de administracion de farmacos que puede usarse para aumentar la semivida en circulacion es el
liposoma. Los métodos para la preparacion de sistemas de administracién liposémicos se analizan en las referencias
29, 30 y 31. Otros sistemas de administracion de farmacos son conocidos en la materia y se describen, por ejemplo,
en las referencias 32 y 33.

Los anticuerpos de la invencién pueden proporcionarse en forma purificada. Normalmente, el anticuerpo estara
presente en una composicion que esta sustancialmente exenta de otros polipéptidos, por ejemplo, en la que menos del
90 % (en peso), habitualmente menos del 60 % y mas habitualmente menos del 50 % de la composicion esta formada
por otros polipéptidos.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser inmundgenos en hospedadores no humanos (o heterélogos), por ejemplo, en
ratones. En particular, los anticuerpos pueden tener un idiotopo que es inmundgeno en hospedadores no humanos,
pero no en un hospedador humano. Los anticuerpos de la invencion para su uso en seres humanos incluyen
aquellos que no pueden ser facilmente aislados a partir de hospedadores tales como ratones, cabras, conejos, ratas,
mamiferos no primates, etc. y generalmente no pueden ser obtenidos mediante humanizacion o a partir de xeno-
ratones.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo, IgA, IgG, IgM es decir, una cadena
pesada a, y o B), pero generalmente seran una IgG. Dentro del isotipo 1gG, los anticuerpos pueden ser la subclase
IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. Los anticuerpos de la invencion pueden tener una cadena ligera k O A.

Produccion de los anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion pueden elaborarse mediante cualquier método conocido
en la materia. La metodologia general para la elaboracién de anticuerpos monoclonales mediante el uso de la
tecnologia del hibridoma es bien conocida [34, 35]. Preferiblemente, se usa el método alternativo de inmortalizacion
con el EBV descrito en la referencia 36.

Mediante el uso del método descrito en la referencia 36, los linfocitos B que producen el anticuerpo de la invencion
pueden ser transformados con el EBV en presencia de un activador policlonal de linfocitos B. La transformacion con
el EBV es una técnica habitual y puede adaptarse facilmente para incluir activadores policlonales de linfocitos B.

Opcionalmente pueden afiadirse estimulantes adicionales del crecimiento y la diferenciacion celular durante la etapa
de transformacién para mejorar adicionalmente la eficacia. Estos estimulantes pueden ser citocinas tales como la IL-
2 y la IL-15. En un aspecto, se afiade IL-2 durante la etapa de inmortalizaciéon para mejorar adicionalmente la eficacia
de la inmortalizacion, pero su uso no es esencial.
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Los linfocitos B inmortalizados producidos mediante el uso de estos métodos pueden cultivarse entonces mediante
el uso de los métodos conocidos en la materia, y aislarse los anticuerpos a partir de los mismos.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser adicionalmente purificados, si se desea, mediante el uso de una filtracion,
una centrifugacion y diversos métodos cromatograficos tales como una HPLC o una cromatografia de afinidad. Las
técnicas para la purificacion de anticuerpos monoclonales, incluyendo las técnicas para la produccién de anticuerpos
de calidad farmacéutica, son bien conocidas en la materia.

Los fragmentos de los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden obtenerse a partir de los anticuerpos
monoclonales mediante métodos que incluyen la digestion con enzimas, tales como pepsina o papaina, y/o mediante la
escision de los puentes de disulfuro mediante una reduccion quimica. Alternativamente, los fragmentos de los
anticuerpos monoclonales pueden obtenerse mediante la clonacion y la expresion de parte de las secuencias de las
cadenas pesadas o ligeras. Los "fragmentos" de anticuerpos pueden incluir fragmentos Fab, Fab’, F(ab’); y Fv. La
invencion también incluye los fragmentos Fv de cadena Unica (scFv) derivados de las cadenas pesada y ligera de un
anticuerpo monoclonal de la invencion, por ejemplo, la invencion incluye un scFv que comprende las CDR de un
anticuerpo de la invencion. También estan incluidos los mondmeros y los dimeros de cadenas pesadas o ligeras, asi
como los anticuerpos de cadena Unica, por ejemplo, Fv de cadena unica, en los que los dominios variables de la
cadena pesada y ligera estan unidos mediante un péptido conector.

Pueden usarse técnicas habituales de biologia molecular para la preparacion de las secuencias de ADN que
codifican para los anticuerpos o los fragmentos de los anticuerpos de la presente invencién. Las secuencias de ADN
deseadas pueden sintetizarse completamente o parcialmente mediante el uso de técnicas de sintesis con
oligonucledtidos. Segun sea apropiado, pueden usarse las técnicas de mutagénesis dirigida y de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).

Puede usarse cualquier sistema adecuado de célula hospedadora / vector para la expresion de las secuencias de
ADN que codifican para las moléculas de anticuerpos de la presente invencion o para fragmentos de los mismos.
Pueden usarse bacterias, por ejemplo, E. coli, y otros sistemas microbianos, en parte, para la expresion de fragmentos
de anticuerpos tales como los fragmentos Fab y F(ab’),, y especialmente fragmentos Fv de anticuerpos de cadena
Unica, por ejemplo, Fv de cadena Unicas. Pueden usarse sistemas de expresion celulares eucariotas, por ejemplo, de
mamifero, para la produccion de moléculas de anticuerpos mayores, incluyendo moléculas de anticuerpo completas.
Algunas células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen células CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, de
mieloma o de hibridoma.

Un proceso para la produccién de una molécula de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién puede
comprender el cultivo de una célula hospedadora que comprende un vector de la presente invenciéon en unas
condiciones adecuadas para dar lugar a la expresion de la proteina a partir del ADN que codifica para la molécula de
anticuerpo de la presente invencion, y el aislamiento de la molécula de anticuerpo.

La molécula de anticuerpo puede comprender Unicamente un polipéptido de la cadena pesada o ligera, en cuyo caso
s6lo se requiere la utilizacion de un polipéptido de la cadena pesada o de la cadena ligera que codifica para la
secuencia en la transfecciéon de las células hospedadoras. Para la produccién de los productos que comprenden
ambas cadenas pesada y ligera, la linea celular puede ser transfectada con dos vectores, un primer vector que
codifica para un polipéptido de la cadena ligera y un segundo vector que codifica para un polipéptido de la cadena
pesada. Alternativamente, puede usarse un unico vector, incluyendo el vector las secuencias que codifican para los
polipéptidos de la cadena ligera y de la cadena pesada.

Alternativamente, los anticuerpos de acuerdo con la invencion pueden ser producidos mediante i) la expresion de una
secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencidn en una célula, y ii) el aislamiento del producto de anticuerpo
expresado. Adicionalmente, el método puede incluir iii) la purificacion del anticuerpo.

Cribado y aislamiento de los linfocitos B

Los linfocitos B pueden cribarse para buscar aquellos que producen los anticuerpos con la especificidad de antigeno
deseada, y después pueden producirse clones individuales de linfocitos B a partir de las células positivas.

La etapa de cribado puede realizarse mediante un ELISA, mediante la tincion de los tejidos o de las células (incluyendo
células transfectadas), un ensayo de neutralizacion o uno de los otros diversos métodos conocidos en la materia para la
identificacion de la especificidad de antigeno deseada. El ensayo puede €legirse sobre la base del reconocimiento de
antigeno simple, o puede elegirse sobre la base adicional de una funciéon deseada, por ejemplo, para seleccionar los
anticuerpos de neutralizacion en lugar de Unicamente los anticuerpos que se unen al antigeno, para seleccionar los
anticuerpos que pueden modificar las caracteristicas de las células diana, tales como sus cascadas de sefalizacion,
su forma, su velocidad de crecimiento, a su capacidad para influir sobre células, respuesta frente a la influencia de
otras células o de otros reactivos, o mediante un cambio en las condiciones, en su estado de diferenciacion, etc.

La etapa de clonacién para la separacion de los clones individuales de la mezcla de células positivas puede llevarse
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a cabo mediante el uso de una dilucién limitante, una micromanipulacién, una deposicion de células individuales,
mediante clasificacion celular ocualquier otro método conocido en la materia.

Estos clones de linfocitos B inmortalizados pueden usarse de varias formas, por ejemplo, como una fuente de
anticuerpos monoclonales, como una fuente de un acido nucleico (ADN o ARNm) que codifica para un anticuerpo
monoclonal de interés, en investigacion, etc.

Una composicién puede comprender linfocitos B de memoria inmortalizados, en la que los linfocitos producen los
anticuerpos con una elevada potencia de neutralizacion especifica para el hCMV, y en la que los anticuerpos son
producidos a = 5 pg por célula por dia. Una composicién puede comprender clones de linfocitos B de memoria
inmortalizados, en la que los clones producen el anticuerpo monoclonal con una elevada potencia de neutralizacién
especifica para el hCMV, y en la que el anticuerpo es producido a = 5 pg por célula por dia. Preferiblemente, dichos
clones producen un anticuerpo monoclonal con una elevada potencia en la neutralizacion de una infeccién por el
hCMV. El clon preferido de linfocitos B inmortalizados es el 6G4.

Epitopos

Como se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos de la invenciéon pueden usarse para cartografiar los
epitopos a los que se unen. Los inventores han descubierto que el anticuerpo 6G4, que neutraliza una infeccién por
el hCMV de células endoteliales, de células epiteliales, tales como células retinianas, y de células mieloides, tales como
las células dendriticas, esta dirigido a un epitopo determinado por una combinacion de las proteinas del hCMV UL128,
UL130 y UL131A. Aunque los inventores no desean cefiirse a esta teoria, se cree que el anticuerpo 6G4 se une a un
epitopo conformacional formado por estas tres proteinas.

El epitopo reconocido por los anticuerpos de la presente invencion puede tener diversos usos. El epitopo y los
mimotopos mismo, en una forma purificada o sintética, pueden usarse para aumentar las respuestas inmunitarias (es
decir, como una vacuna, o para la produccion de anticuerpos para otros usos) o para el cribado del suero de un
paciente para buscar anticuerpos que inmunorreaccionan con el epitopo o los mimétopos mismo. Dicho epitopo o
mimotopo, o el antigeno que comprende dicho epitopo o mimétopo, puede usarse como una vacuna para aumentar
una respuesta inmunitaria. Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos de la invencion también pueden usarse en
un método de monitorizacion de la calidad de vacunas. En particular, los anticuerpos pueden usarse para comprobar
que el antigeno de una vacuna contiene el epitopo inmundgeno en la conformacion correcta.

El epitopo también puede ser util en el cribado de ligandos que se unen a dicho epitopo. Dichos ligandos incluyen,
pero no se limitan a, anticuerpos; incluyendo aquellos que proceden de camellos, tiburones y otras especies,
fragmentos de anticuerpos, péptidos, productos de la tecnologia de expresién en fagos, aptameros, adnectinas o
fragmentos de otras proteinas viricas o celulares, pueden bloquear el epitopo y por lo tanto impedir una infeccion.

Expresion recombinante

Los linfocitos B de memoria inmortalizados descritos en el presente documento también pueden usarse como una
fuente de acidos nucleicos para la clonacion de genes de anticuerpos para su posterior expresion recombinante. La
expresion a partir de fuentes recombinantes es mas habitual con fines farmacéuticos que la expresion a partir de
linfocitos B o de hibridomas, por ejemplo, por razones de estabilidad, de reproducibilidad, de facilidad de cultivo, etc.

Por lo tanto, un método para la preparacion de una célula recombinante puede comprender las etapas de: (i) obtener
uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, genes de la cadena pesada y/o ligera) a partir del clon de linfocitos B que
codifica para el anticuerpo de interés; y (ii) insertar el acido nucleico en un vector de expresion con objeto de permitir
la expresion del anticuerpo de interés en ese hospedador.

De forma analoga, un método para la preparacion de una célula recombinante puede comprender las etapas de: (i) la
secuenciacion del (los) acido(s) nucleico(s) a partir del clon de linfocitos B que codifica para el anticuerpo de interés; y
(il) mediante el uso de la informacion de la secuencia de la etapa (i), la preparacion del (los) acido(s) nucleico(s) para su
insercion en un hospedador de expresion con objeto de permitir la expresion del anticuerpo de interés en ese
hospedador. El acido nucleico puede ser, aunque no es necesario, manipulado entre las etapas (i) y (ii) para
introducir sitios de restriccion, para cambiar el uso de los codones y/o para optimizar las secuencias reguladoras de
la transcripcion y/o de la traduccion.

Un método para la preparacion de una célula recombinante puede comprender la etapa de transformar una célula
hospedadora con uno o mas acidos nucleicos que codifican para un anticuerpo monoclonal de interés, en el que los
acidos nucleicos son acidos nucleicos que derivan de un clon de linfocitos B inmortalizados descrito en el presente
documento. Por lo tanto, los procedimientos para la preparacion en primer lugar del (los) acido(s) nucleico(s) y después
el uso de los mismos para la transformacién de una célula hospedadora, pueden ser llevados a cabo en diferentes
momentos por personas diferentes en lugares diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

Estas células recombinantes pueden usarse entonces con fines de expresion y de cultivo. Son particularmente Utiles
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para la expresion de anticuerpos para una produccion farmacéutica a gran escala. También pueden usarse como el
principio activo de una composicion farmacéutica. Puede usarse cualquier técnica de cultivo adecuada, incluyendo,
pero no se limita a, cultivo estatico, cultivo en frasco rotatorio, liquido de ascitis, cartucho de biorreactor de tipo fibra
hueca, minifermentador modular, tanque agitado, cultivo en microportador, perfusion de nucleo ceramico, etc.

Los métodos para la obtencion y la secuenciacion de genes de inmunoglobulinas a partir de linfocitos B son bien
conocidos en la materia (por ejemplo, véase la referencia 37).

El hospedador de expresion es preferiblemente una célula eucariota, incluyendo células de levadura y animales,
particularmente células de mamifero (por ejemplo, células CHO, células NSO, células humanas tales como células
PER.C6 [Crucell; referencia 38] o HKB-11 [Bayer; referencias 39 & 40], células de mieloma [41 & 42], etc.), asi como
células vegetales. Algunos hospedadores de expresion preferidos pueden glucosilar el anticuerpo de la invencion,
particularmente con estructuras de carbohidratos que por si mismas no son inmundgenas en seres humanos. El
hospedador de expresion puede ser capaz de crecer en medios exentos de suero. El hospedador de expresion puede
ser capaz de crecer en un cultivo sin la presencia de productos derivados de animales.

El hospedador de expresion puede ser cultivado para dar una linea celular.

Un método para la preparacion de una o mas moléculas de acidos nucleicos (por ejemplo, los genes de la cadena
pesada y de la ligera) que codifican para un anticuerpo de interés, puede comprender las etapas de: (i) la preparacion
de un clon de linfocitos B inmortalizados segun se describe en el presente documento; y (ii) la obtencion, a partir del
clon de linfocitos B, del acido nucleico que codifica para el anticuerpo de interés. Un método para la obtencién de una
secuencia de acidos nucleicos que codifica para un anticuerpo de interés puede comprender las etapas de: (i) la
preparacion de un clon de linfocitos B inmortalizados segun se describe en el presente documento; y (ii) la
secuenciacion del acido nucleico del clon de linfocitos B que codifica para el anticuerpo de interés.

Un método para la preparacion de molécula(s) de acidos nucleicos que codifica(n) para un anticuerpo de interés,
puede comprender la etapa de la obtencién del acido nucleico a partir de un clon de linfocitos B que se obtuvo a partir
de un linfocito B transformado descrito en el presente documento. Por lo tanto, los procedimientos para la obtencién en
primer lugar del clon de linfocitos B y después la preparacion del (los) acido(s) nucleico(s) a partir del mismo puede ser
llevado a cabo en diferentes momentos por diferentes personas en lugares diferentes (por ejemplo, en diferentes
paises).

Un método para la preparacion de un anticuerpo (por ejemplo, para uso farmacéutico), puede comprender las etapas
de: (i) la obtencion y/o la secuenciacion de uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, los genes de la cadena pesada y de
la ligera) a partir del clon de linfocitos B seleccionado que expresa el anticuerpo de interés; (ii) insercion del (los) acido(s)
nucleico(s) en, o mediante el uso de, el (los) acido(s) nucleico(s) para la preparacion de un hospedador de expresion
que puede expresar el anticuerpo de interés; (iii) el cultivo o el subcultivo del hospedador de expresion en unas
condiciones en las que se exprese el anticuerpo de interés; y, opcionalmente, y (iv) la purificacion del anticuerpo de
interés.

Un método para la preparacioén de un anticuerpo puede comprender las etapas de: el cultivo o el subcultivo de una
poblacién de células hospedadoras de expresion en unas condiciones en las que se exprese el anticuerpo de interés
y, opcionalmente, la purificacion del anticuerpo de interés, en el que dicha poblacién de células hospedadoras de
expresion ha sido preparada mediante (i) proporcionando acido(s) nucleico(s) que codifican para un linfocito B
seleccionado el anticuerpo de interés que es producido por una poblacién de linfocitos B de memoria preparada como se
ha descrito anteriormente, (ii) insertando el (los) acido(s) nucleico(s) en un hospedador de expresidon que puede
expresar el anticuerpo de interés, vy (iii) cultivando o subcultivando los hospedadores de expresion que comprenden
dichos acidos nucleicos insertados para producir dicha poblacién de células hospedadoras de expresion. Por lo tanto, los
procedimientos para la preparacion en primer lugar del hospedador de expresion recombinante y después cultivarlo
para que exprese el anticuerpo, pueden ser llevados a cabo en diferentes momentos por diferentes personas en
lugares diferentes (por ejemplo, en diferentes paises).

Composiciones farmacéuticas

La invencién proporciona una composicion farmacéutica que contiene los anticuerpos y/o los fragmentos de
anticuerpos de la invencion. También se describen composiciones farmacéuticas que contienen un acido nucleico que
codifica para dichos anticuerpos y/o linfocitos B inmortalizados que expresan dichos anticuerpos y/o los epitopos
reconocidos por los anticuerpos de la invenciéon. Una composicién farmacéutica también puede contener un portador
farmacéuticamente aceptable para permitir su administracion. El propio portador no deberia inducir la produccion de
anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion, y no deberia ser téxico. Algunos portadores
adecuados pueden ser grandes macromoléculas que se metabolizan lentamente tales como proteinas, polipéptidos,
liposomas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicdlicos, polimeros de aminoacidos, copolimeros de
aminoacidos y particulas de virus inactivas.

También pueden usarse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como
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clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables de las composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Adicionalmente, puede haber presentes sustancias
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponantes del pH en dichas
composiciones. Dichos portadores permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen en forma de
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes y suspensiones, para su ingestion por el paciente.

En el ambito de la invencién, las formas de administraciéon pueden incluir aquellas formas adecuadas para la
administracion parenteral, por ejemplo, mediante inyeccion o infusion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o en
infusion continua. Cuando el producto es para inyeccion o infusion, puede tomar la forma de una suspension, de una
soluciéon o de una emulsion en un vehiculo oleoso o acuoso, y puede contener agentes de formulacion, tales como
agentes suspensores, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, la molécula de anticuerpo
puede estar en forma seca, para su reconstitucion antes del uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion pueden ser administradas directamente al sujeto. En una
forma de realizacion las composiciones estan adaptadas para su administracion a sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden ser administrada mediante cualquier via, incluyendo,
pero no se limita a, las vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intraperitoneal, intratecal,
intraventricular, transdérmica, transcutanea, tdpica, subcutanea, intranasal, enteral, sublingual, intravaginal o rectal.
También pueden usarse hipoesprays para la administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencion.
Normalmente, las composiciones terapéuticas pueden prepararse en forma de inyectables, en soluciones o en
suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para su disoluciéon o su suspension en
vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

La administracion directa de las composiciones se llevara a cabo generalmente mediante una inyeccion subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o se administrara en el espacio intersticial de un tejido.

Las composiciones también pueden administrarse en una lesion. La dosis de tratamiento puede ser un programa de
dosis Unica o un programa de dosis multiples. Los productos farmacéuticos basados en anticuerpos proporcionan una
orientacion relativa a la frecuencia de administracion, por ejemplo, si un producto farmacéutico deberia ser
administrado diariamente, semanalmente, mensualmente, etc. La frecuencia y la dosis también dependen de la
gravedad de los sintomas.

Las composiciones de la invencion pueden prepararse en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden
prepararse en forma de inyectables, en soluciones o en suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas
solidas adecuadas para su disolucion o su suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccién (por ejemplo, una
composicion liofilizada, como Synagis™ y Herceptin™, para su reconstitucion con agua estéril que contiene un
conservante). La composicion puede prepararse para su administracion topica, por ejemplo, en forma de un ungiento,
una crema o un polvo. La composicién puede prepararse para su administracion oral, por ejemplo, en forma de un
comprimido o de una capsula, en forma de un aerosol o en forma de un jarabe (opcionalmente saborizado). La
composicion puede prepararse para su administracion pulmonar, por ejemplo, en forma de un inhalador, mediante el uso
de un polvo fino o de un aerosol. La composicién puede prepararse en forma de un supositorio o de un évulo vaginal.
La composicién puede prepararse para su administracion nasal, 6tica u ocular, por ejemplo, en forma de gotas. La
composicion puede estar en forma de un kit, disefiado de tal forma que se reconstituye una composicion combinada justo
antes de su administracion a un paciente. Por ejemplo, puede proporcionarse un anticuerpo liofilizado en forma de un
kit con agua estéril y un tampon estéril.

Se apreciara que el principio activo de la composicién sera una molécula de un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo o variantes y derivados de los mismos. Como tal, sera susceptible a una degradacion en el tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, si la composicion se va a administrar mediante una via que hace uso del tracto
gastrointestinal, sera necesario que la composicidon contenga agentes que protejan el anticuerpo frente a la
degradacion pero que liberen el anticuerpo una vez que ha sido absorbido desde el tracto gastrointestinal.

Un andlisis meticuloso de los portadores farmacéuticamente aceptables esta disponible en Gennaro (2000)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicion, ISBN: 0683306472.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion tienen generalmente un pH de entre 5,5 y 8,5, en algunas formas de
realizacion este puede estar entre 6 y 8, y en algunas formas de realizacion adicionales en aproximadamente 7. El pH
puede mantenerse mediante el uso de un tampdn. La composicion puede ser estéril y/o exenta de pirdogenos. La
composicion puede ser isoténica con respecto a los seres humanos. En una forma de realizacion, las composiciones
farmacéuticas de la invencion se suministran en recipientes precintados herméticamente.

Las composiciones farmacéuticas incluiran una cantidad eficaz de uno o mas anticuerpos de la invencion y/o de uno o
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mas linfocitos B inmortalizados segun se describe en el presente documento y/o de un polipéptido que comprende un
epitopo que se une a un anticuerpo de la invencién, es decir, una cantidad que es suficiente para tratar, mejorar o
prevenir una enfermedad o una afeccién deseada, o para mostrar un efecto terapéutico detectable. Los efectos
terapéuticos también incluyen una reduccion en los sintomas fisicos. La cantidad eficaz precisa para cualquier sujeto
en particular dependera de su tamafio y salud, de la naturaleza y el grado de la afeccion y de los productos
terapéuticos o de la combinacion de productos terapéuticos elegidos para su administracion. La cantidad eficaz para
una situaciéon dada esta determinada por la experimentacion rutinaria y en la valoracion del profesional clinico. Para
los fines de la presente invencion, una dosis eficaz sera generalmente de desde aproximadamente 0,01 mg/kg hasta
aproximadamente 50 mg/kg, o de desde aproximadamente 0,05 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg de las
composiciones de la presente invenciéon en el individuo en el que se administran. Los productos farmacéuticos
basados en anticuerpos conocidos proporcionan una orientacion relativa a este respecto, por ejemplo, Herceptin™ se
administra mediante la infusion intravenosa de una solucién de 21 mg/ml, con una dosis de carga inicial de 4 mg/kg de
peso corporal y una dosis de mantenimiento semanal de 2 mg/kg de peso corporal; Rituxan™ se administra
semanalmente a 375 mg/mz; etc.

En una forma de realizacion las composiciones pueden incluir mas de un (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc.) anticuerpo de
la invencion para proporcionar un efecto terapéutico aditivo o sinérgico. En una forma de realizaciéon adicional la
composicion puede comprender uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc.) anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la
invencion, y uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc.) anticuerpos o fragmentos de anticuerpos adicionales contra el
hCMV. Por ejemplo, un anticuerpo puede unirse al epitopo determinado por una combinacién de las proteinas del
hCMV UL128, UL130 y UL131A, mientras que el otro puede unirse a una proteina adicional del hCMV. En esta forma de
realizacion, la proteina del hCMV puede ser la gB, la gH, la gL, la gM, la gN, la gO, la UL128, la UL130 o la UL131A, o
una combinacién de las mismas. En una forma de realizacion adicional, el segundo anticuerpo o fragmento de
anticuerpo puede ser especifico para el epitopo que es reconocido por MSL-109, 8F9 o 3E3. En una forma de
realizaciéon adicional mas, un anticuerpo puede estar dirigido al mecanismo que media en la infeccion de los
fibroblastos, mientras que el otro anticuerpo puede estar dirigido al mecanismo que media en la infeccion de las células
endoteliales. Para un efecto clinico 6ptimo, puede ser bastante ventajoso abordar ambos mecanismos de infeccion y
mantenimiento del hCMV.

Los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos de la invencion pueden ser administrados (tanto combinados como
por separado) con otros productos terapéuticos, por ejemplo, con compuestos quimioterapéuticos, con radioterapia,
etc. Algunos compuestos terapéuticos preferidos incluyen compuestos antiviricos tales como ganciclovir, foscarnet y
cidofovir. Dicha terapia de combinacion proporciona una mejora aditiva o sinérgica en la eficacia terapéutica con respecto
a los agentes terapéuticos individuales cuando se administran solos. El término "sinergia" se usa para describir un
efecto combinado de dos o0 mas agentes activos que es mayor que la suma de los efectos individuales de cada agente
activo individual. Por lo tanto, cuando el efecto combinado de dos o mas agentes da como resultado una “inhibicion
sinérgica” de una actividad o de un proceso, se pretende que la inhibicién de la actividad o del proceso sea mayor que
la suma de los efectos inhibidores de cada agente activo individual. El término “efecto terapéutico sinérgico" se refiere
al efecto terapéutico observado con una combinacion de dos o mas terapias en las que el efecto terapéutico (medido
mediante cualquiera de diversos parametros) es mayor que la suma de los efectos terapéuticos individuales
observados con las respectivas terapias individuales.

Los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos pueden ser administrados a aquellos pacientes que previamente no han
mostrado respuesta al tratamiento para una infeccion por el hCMV, es decir, que han demostrado ser resistentes al
tratamiento anti-hCMV. Dicho tratamiento puede incluir un tratamiento previo con un agente antivirico. Esto puede
ser debido, por ejemplo, a la infeccidon por una cepa del hCMV resistente a los antiviricos.

En las composiciones de la invencion que incluyen los anticuerpos de la invencion, los anticuerpos pueden suponer
al menos el 50 % en peso (por ejemplo, el 60 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98
%, el 99 % o mas) de las proteinas totales de la composicion. Los anticuerpos estan por tanto en forma purificada.

Un método para la preparacion de un producto farmacéutico puede comprender las etapas de: (i) la preparacion de un
anticuerpo de la invencion; y (ii) la mezcla del anticuerpo purificado con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptable.

Un método para la preparacion de un producto farmacéutico puede comprender la etapa de mezclar un anticuerpo
con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que
se ha obtenido a partir de un linfocito B transformado descrito en el presente documento. Por lo tanto, los
procedimientos para la obtencion en primer lugar del anticuerpo monoclonal y la preparacién a continuacion del
producto farmacéutico, pueden ser llevados a cabo en momentos muy diferentes por personas diferentes en lugares
diferentes (por ejemplo, en diferentes paises).

Como una alternativa a la administracion de anticuerpos o de linfocitos B con fines terapéuticos, es posible
administrar un acido nucleico (normalmente ADN) que codifica para el anticuerpo monoclonal (o un fragmento activo
del mismo) de interés a un sujeto, de forma que el acido nucleico pueda ser expresado en el sujeto in situ para
proporcionar un efecto terapéutico deseado. Las terapias génicas y los vectores de administracion de acidos
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nucleicos adecuados son conocidos en la materia.

Las composiciones pueden incluir un antimicrobiano, particularmente si estan envasadas en un formato de dosis
multiples.

Las composiciones pueden comprender un detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
detergentes estan presentes generalmente a unos niveles bajos, por ejemplo, < 0,01 %.

Las composiciones pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad. Es tipica una
concentracion de 10 + 2 mg/ml de NaCl.

Las composiciones pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo, manitol) o un disacarido (por ejemplo,
sacarosa o trehalosa), por ejemplo, aproximadamente a 15 - 30 mg/ml (por ejemplo, a 25 mg/ml), particularmente si
van a ser liofilizadas o si incluyen un material que ha sido reconstituido a partir de un material liofilizado. El pH de una
composicion para liofilizacion puede ajustarse a aproximadamente 6,1 antes de la liofilizacién.

Las composiciones de la invencion también pueden comprender uno o mas agentes inmunoreguladores. En una
forma de realizacion, uno o mas de los agentes inmunoreguladores incluye(n) un adyuvante.

Tratamientos médicos y usos

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos de la invencion, o los derivados y las variantes de los mismos, pueden
usarse para el tratamiento de una infeccién por el hCMV, para la prevencién de una infeccion por el hCMV o para el
diagndstico de una infeccion por el hCMV.

Los métodos de diagndstico pueden incluir poner en contacto un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo con una
muestra. Dichas muestras pueden ser muestras de tejido tomadas a partir de, por ejemplo, glandulas salivares, pulmén,
higado, pancreas, rifién, oido, ojo, placenta, tracto alimentario, corazon, ovarios, pituitaria, glandulas adrenales,
tiroides, cerebro y piel. Los métodos de diagnéstico pueden incluir también la deteccion de un complejo de antigeno /
anticuerpo.

La invencién proporciona por lo tanto un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del mismo de acuerdo con la
invencioén, para su uso en terapia.

Un método de tratamiento de un paciente puede comprender la administracion a ese paciente de un anticuerpo o de un
fragmento de anticuerpo del mismo de acuerdo con la invencion.

La invencién también proporciona el uso de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo del mismo de acuerdo con
la invencion en la preparacion de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de una infeccién por el hCMV.

La invencién proporciona una composicién de la invencion para su uso como un medicamento para la prevencioén o el
tratamiento de una infeccién por el hCMV. También proporciona el uso de un anticuerpo de la invencién en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un paciente y/o el diagnéstico de un paciente. Un método para
el tratamiento de un sujeto y/o para la realizacién de un diagnéstico en un sujeto puede comprender la etapa de
administrar al mismo una composiciéon de la invencion. En algunas formas de realizacion, el sujeto puede ser un ser
humano. Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica la vigilancia de los sintomas de la
enfermedad después de la administracion de la composicion de la invencion. El tratamiento puede ser un programa de
dosis Unica o un programa de dosis muiltiples.

Un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un clon de linfocitos B inmortalizados, un epitopo o una composicion
descritos en el presente documento pueden ser administrados a un sujeto en necesidad de dicho tratamiento. Dicho
sujeto incluye, pero no se limita a, uno que esté particularmente en riesgo de, o sea susceptible a, una infeccién por el
hCMV, incluyendo, por ejemplo, un sujeto inmunodeprimido. Algunos ejemplos de sujetos incluyen aquellos que
padecen VIH o estan bajo una terapia inmunodepresora, tales como los pacientes trasplantados.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser usados en la inmunizacién pasiva.

Los anticuerpos y los fragmentos de los mismos segun se describen en la presente invencién también pueden usarse en
un kit para el diagnéstico de una infeccion por el hCMV.

Los epitopos capaces de unirse a un anticuerpo de la invencion, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal 6G4, pueden

usarse en un kit para monitorizar la eficacia de los procedimientos de vacunacién mediante la deteccion de la
presencia de anticuerpos protectores anti-hCMV.
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Los anticuerpos, los fragmentos de anticuerpos, o las variantes y los derivados de los mismos, segun se describen en
la presente invencion, también pueden usarse en un kit para la monitorizacién de la elaboracion de vacunas con la
inmunogenicidad deseada.

Un método para la preparacion de un producto farmacéutico puede comprender la etapa de mezclar un anticuerpo
monoclonal con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, en el que el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo monoclonal que se obtuvo a partir de un hospedador de expresiéon de la invenciéon. Por lo tanto, los
procedimientos para obtener en primer lugar el anticuerpo monoclonal (por ejemplo, expresandolo y/o purificandolo) y
mezclarlo después con el (los) portador(es) farmacéutico(s), pueden ser llevados a cabo en momentos muy diferentes
por personas diferentes en lugares diferentes (por ejemplo, en diferentes paises).

Partiendo de un linfocito B transformado descrito en el presente documento, pueden llevarse a cabo varias etapas
de cultivo, subcultivo, clonacion, subclonacion, secuenciacion, preparacion del acido nucleico etc. con objeto de
perpetuar el anticuerpo expresado por el linfocito B formado, con una optimizacién opcional en cada etapa.
Preferiblemente, los métodos anteriores comprenden adicionalmente técnicas de optimizacién (por ejemplo, maduracion
u optimizacion por afinidad) aplicadas a los acidos nucleicos que codifican para el anticuerpo.

En todos estos métodos, el acido nucleico usado en el hospedador de expresiéon puede ser manipulado para
insertar, delecionar o corregir ciertas secuencias de acidos nucleicos. Los cambios por dicha manipulacién incluyen,
pero no se limitan a, cambios para la introduccion de sitios de restriccion, para corregir el uso de codones, para
afadir u optimizar las secuencias reguladoras de la transcripciéon y/o de la traduccion, etc. También es posible
modificar el acido nucleico para alterar los aminoacidos codificados. Por ejemplo, puede ser util la introduccion de una o
mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo. Dichas mutaciones puntuales pueden modificar las funciones efectoras, la
afinidad de unién al antigeno, modificaciones post-traduccionales, inmunogenicidad, etc., introducir aminoacidos para
la uniéon de grupos covalentes (por ejemplo, marcadores) o introducir etiquetas (por ejemplo, con fines de
purificacion). Las mutaciones pueden ser introducidas en sitios especificos o pueden ser introducidas
aleatoriamente, seguido de una seleccién (por ejemplo, evolucion molecular).

General

El término "que comprende" engloba “que incluye” asi como “que consiste”, por ejemplo, una composicion "que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicion que esta “sustancialmente
exenta” de Y puede estar completamente exenta de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede
ser omitida de la descrpcion de la invencion.

El término "aproximadamente" en relaciéon con un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10 %.

El término "enfermedad" segin se usa en el presente documento pretende ser generalmente sinénimo y usarse de
forma intercambiable con los términos "trastorno" y "afeccion” (como en afeccién médica), ya que todos reflejan un
estado anormal del cuerpo humano o animal o de una de sus partes que impide su normal funcionamiento, se
manifiesta normalmente mediante unos signos y sintomas distintivos y provoca que el ser humano o el animal
tengan una reduccion en la duracién o en la calidad de vida.

Segun se usa en el presente documento, la referencia al "tratamiento” de un paciente pretende incluir la prevencion
y la profilaxis. El término "paciente" significa todos los mamiferos, incluyendo los seres humanos. Algunos ejemplos
de pacientes incluyen seres humanos, vacas, perros, gatos, caballos, cabras, ovejas, cerdos y conejos.
Generalmente, el paciente es un ser humano.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proporcionan Unicamente como ilustracion y no pretenden ser limitantes.
Ejemplo 1: clonacion de linfocitos B y cribado para comprobar la actividad de neutralizacion del hCMV

Se identificdé un donante con unos elevados titulos de anticuerpos neutralizantes del hCMV. Se aislaron linfocitos B
de memoria y se inmortalizaron mediante el uso de EBV y CpG segun se describe en la referencia 36. En resumen,
se aislaron linfocitos B de memoria mediante una seleccion negativa mediante el uso de microesferas CD22, seguido
de la eliminacién de los linfocitos B IgM", IgD* IgA™ mediante el uso de anticuerpos especificos y de una clasificacion
celular. Las células clasificadas (IgG") fueron inmortalizadas con EBV en presencia de CpG 2006 e irradiadas con
linfocitos mononucleares alogénicos. Se establecieron cultivos por duplicado conteniendo cada uno 50 linfocitos B de
memoria en 20 placas con fondo en U de 96 pocillos. Después de dos semanas se recogieron los sobrenadantes de
los cultivos y se ensayaron para comprobar su capacidad de neutralizar una infeccion por el hCMV de fibroblastos o de
células epiteliales, en ensayos por separado. Los clones de linfocitos B se aislaron a partir de cultivos policlonales
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positivos segun se describe en la referencia 36. Se determinaron las concentraciones de IgG en el sobrenadante de
los clones seleccionados mediante el uso de un ELISA especifico de IgG.

Para el ensayo de neutralizacién virica se mezcléd una cantidad titulada de una cepa clinica del hCMV con un
volumen igual del sobrenadante del cultivo o con diluciones de suero humano que contienen los anticuerpos de
neutralizacion. Después de 1 hora de incubacién a la temperatura ambiente, la mezcla se afiadi® a monocapas
confluyentes de células endoteliales (por ejemplo, células HMEC-1), de células epiteliales (por ejemplo, células
retinianas ARPE) o de fibroblastos (por ejemplo, células MRC-9 o madre mesenquimaticas) en placas de fondo
redondo de 96 pocillos y se incubaron a 37 °C durante dos dias. El sobrenadante se desechd, las células se fijaron
con metanol frio y se tifieron con una mezcla de anticuerpos monoclonales de ratdn contra los antigenos tempranos
del hCMV, seguido de una Ig anti-raton de cabra marcada con fluoresceina. Las placas se analizaron mediante el
uso de un microscopio de fluorescencia. En ausencia de los anticuerpos de neutralizacion, las células infectadas
eran ~ 1.000 / campo, mientras que en presencia de concentraciones saturantes de los anticuerpos de neutralizacion, la
infeccion fue completamente inhibida. El ensayo de neutralizacion virica también se llevé a cabo mediante el uso de
células dendriticas como células diana. El titulo de neutralizaciéon esta indicado como la concentracion de anticuerpo
(nug/ml) que proporciona una reduccion del 50 % de una infeccion por el hCMV. La Tabla 2 muestra que el 6G4, que
se ha demostrado que es especifico para una combinacion de la UL128, la UL130 y la UL131A, era capaz de
neutralizar una infeccion por el hCMV de células endoteliales, retinianas y dendriticas a unas concentraciones muy
bajas (es decir, con una elevada potencia).

Tabla 2
Neutralizacién al 50 % (ug/ml) de:
Clon Fibroblastos Células endoteliales / retinales / dendriticas
6G4 * 0,004
Cytotec 5.000 50
Suero de donante 33 1

* no hay neutralizacién a la mayor concentracion ensayada (es decir, > 2 pyg/ml).

[1 Cytotect (Biotest) es un conjunto de IgG hiperinmune del hCMV.

Ejemplo 2: identificacion de los antigenos diana reconocidos por los anticuerpos monoclonales

Para cartografiar las especificidades del anticuerpo monoclonal humano 6G4 en la neutralizacion de la infeccion de
las células endoteliales, se construyeron vectores de expresion que codifican para las UL128, UL130, UL131A,gH y
gL completas. Se transfectaron células HEK293T con estos vectores solos o en combinacion. Después de 36 h, las
células fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con 6G4 seguido de cabra anti-IgG humana. La Figura 1 muestra que
las células teinidas de anticuerpo monoclonal 6G4 se expresan conjuntamente con al menos la UL128, la UL130 vy la
UL131A. La intensidad de la tincion de 6G4 aumentaba cuando se transfectaban conjuntamente las gH y gL junto
con las UL128, UL130 y UL131A para reconstituir el supuesto complejo glucoproteico gClIl completo. Estos datos
sugieren que el anticuerpo monoclonal 6G4 es especifico para un epitopo conformacional determinado por una
combinacion de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A. Lo mas probable es que este epitopo esté en la
conformacién apropiada unicamente cuando las UL128, UL130 y UL131A son ensambladas conjuntamente en el
gClll junto conlas gH y gL
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Lista de secuencias

LISTA DE SECUENCIAS

<110> HUMABS LLC

<120> ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO Y USO DE LOS MISMOS
<130> P051016WO

<160> 16

<170> SeqWin99, version 1.02

<210> 1

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

g]y'Tyr Arg Thr ger Tyr Tyr

<210>2

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Tyr Gly Asp Ser Asp
1 5

<210>3
<211> 12
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>3

21a Arg Ser Thr ger Gly Asp Tyr val gay Ala Asp

<210>4

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211>3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210>6

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

<211>93

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

ES 2548014 T3

ser val Tyr Ser Asp Asp Asn
1 5

Lys val ser
1

Tet Gly Arg His 'grp Thr

17
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val val ser Gly Ala val Lys Lys Gly Lys
i 5 10
Ser Gly Tyr Arg Thr Ser Tyr Tyr Ala Trp
20 - 25
Gly Trp Met Gly Tyr Gly Asp Ser Asp Thr
35 40
ser Ala Asp Lys Ser Ala Thr Thr Ala Tyr
50 ' 55
Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser
65 : ' 70
Gly Ala Asp Trp Gly Gly Thr Met val Thr
85 90
<210>8
<211>75
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400>8
Asp val Thr ser Ser Ala val Thr Gly. Ala
1 o 5 : 10
Ser val Tyr Ser Asp Asp Asn Asn Trp Gly
- 20 25
Ser Asn Arg Asp Ser Gly va]_Asp'ArQ ser
35 40
Asp Thr Lys Ser Arg val Ala Asp val Gly
50 © ., 55
Arg His Trp Thr Gly Gly Thr Lys val Asp
65 : 70
<210>9
<211> 373
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400>9
gaggtgcagc tggtgcagitc tggagcagag gtgaaaaagce
tcctgtaagg cttctggata caggtttacc agctactaca
cccgggaaag gcctggagtg gatggggatc atctatcctg
agcccgtcct tccaaggeca ggtcaccate tcagecgaca
ctgcaatgga gcagcctgag ggcctcggac accgecatgt
ttaacagagt ccggtgacta cgtcggtgcg tttgatatct
accgtctctt cag -
<210> 10
<211> 343
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

18

Gly

Ser Arg Ser Cys Lys Ala

15
val His: Gly

Arg Met

30
Gly

Lys

Tyr Ser Ser val Thr

45

Trp %er Ser Arg.ATa Ser
0

Thr Ser Gly Asp Tyr val
75 o 80

val ser Ser

ser Cys Arg ser Asn

Ser
: ‘15

Arg Arg Tyr val

30

Ser

Lys

Gly Gly Thr

45
Tyr Tyr
60

ser Gly

val Cys Met Gly

Lys

ccgggaagte tctgaggatc
tcgcctgggt gogccacatg
gtgactctga tatcacatac
agtccgeccac taccgectac
actactgtgc gagactctca

ggggccaagg gacaatggtc

60

120

180
240
300
360
373
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gattttgtgc tgactcagtc tccactctcc ctggccgtca ccettggaca gecggoctee
arctcctgca ggtctaatca dagecctegta tacagtgatg acaacatctt cttgaattgg
tttcagcagyg ggccaggcca acctccaagg cgectaattt ataaggtttc taaccgggac
tctggggtcc cagacagatt cagcggcagt gggtcaggcea ctgatttcac actgaaaatc
agcaggotgg aggctgagga tgttggcgtt tattactgca tgcaaggtag acactggect

cctctattca ctttcggecc tgggaccaaa gtggatatca aac 343

<210> 11

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
ggatacaggt ttaccagcta ctac 24

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
atctatcctg gtgactctga tatc 24

<210> 13

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gcgagactct cattaacaga gtccggtgac tacgtcggtg cgtttgatat ¢ 51

<210> 14

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
caaagcctcg tatacagtga tgacaacatc ttc 33

<210> 15

<211>9

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
aaggtttct 9

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
atgcaaggta gacactggcc tcctctattc act 33

19
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de union al antigeno del mismo, que es especifico para una combinacion
de las proteinas del hCMV UL128, UL130 y UL131A, formando la combinacion el epitopo reconocido por dicho
anticuerpo o fragmento de unién, y que neutraliza la infeccion de células endoteliales, de células retinianas o de
células dendriticas por el citomegalovirus humano (hCMV),en el que el anticuerpo o el fragmento comprende las
secuencias de la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 segun se establecen en la SEQ ID NO: 1, en la SEQ ID NO:
2 y en la SEQ ID NO: 3 respectivamente, y comprende las secuencias de la cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3
segun se establecen en la SEQ ID NO: 4, en la SEQ ID NO: 5y en la SEQ ID NO: 6 respectivamente.

2. El anticuerpo o el fragmento de la reivindicacion 1, que comprende las regiones variables de la cadena pesada y
ligera segun se establecen en la SEQ ID NO: 7 y en la SEQ ID NO: 8 respectivamente.

3. El anticuerpo o el fragmento de la reivindicacion 1 o 2, que se une al epitopo conformacional formado por las tres
proteinas UL128, UL130 y UL131A.

4. El anticuerpo o el fragmento seguncualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal humano, un anticuerpo de cadena Unica, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv o
scFv.

5. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para el
anticuerpo o el fragmento seguncualquiera de las reivindicaciones precedentes.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 5 que comprende la secuencia de nucleétidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16, o una secuencia de nucleétidos que codifica para la
misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de nucleotidos seguncualquiera de las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12,
13, 14,150 16.

7. Un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6.
8. Una célula transformada con el vector de acuerdo con la reivindicacion 7.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o el fragmento segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 4 y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

10. La composicion de la reivindicacion 9 que comprende adicionalmente un segundo anticuerpo contra el hCMV, o
un fragmento de unién al antigeno del mismo.

11. La composicion de la reivindicacion 9 que comprende adicionalmente

(a) un segundo anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a una proteina del hCMV
elegida de entre la gB, la gH, la gL, la gM, la gN, la gO, la UL128, la UL130 y la UL131A, o una combinacion de
las mismas; o

(b) un segundo anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a la proteina gB del
hCMV.

12. Uso del anticuerpo o del fragmento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, del acido nucleico de la
reivindicacion 5 o 6, o de la célula de la reivindicacion 8, o de la composicion segun cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 11, en la preparacion de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una infeccién
por el hCMV.

13. El anticuerpo o el fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4 o la composicion de cualquiera de
las reivindicaciones 9 a 11, para su uso en la prevencioén o el tratamiento de una infeccién por el hCMV.

14. Una composicién que comprende un anticuerpo o un fragmento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
para su uso en la prevencién o el tratamiento de una infecciéon por el hCMV, en la que la composicién comprende
adicionalmente un segundo anticuerpo elegido de entre:
(a) un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo contra el hCMV;
(b) un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une a una proteina del hCMV elegida de
entre la gB, la gH, la gL, la gM, la gN, la gO, la UL128, la UL130 y la UL131A, o una combinacion de las mismas;
(c) un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une a la proteina gB del hCMV.
15. Un método para la produccion del anticuerpo o del fragmento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, que
comprende (i) el cultivo de la célula de la reivindicacion 8 y (ii) el aislamiento del anticuerpo o del fragmento.
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Figura 1

" Células HEK293T transfectadas con las (proteinas) completas:

UL128 UL130 UL131A

f‘

UL128+UL130 UL128+UL131A UL130+UL131A

gH+gL+ gH+gl+ gH+gL+
UL128+UL130  UL128+UL131A UL130+UL131A

P

UL128+ gH+UL 128+ gh+UL128+  gH+gL+ UL128+
UL130+UL131A UL1304UL131A UL130+UL131A UL130+UL131A -

f}-

™

AN

21



ES 2548014 T3

Figura 2
6ca-va

gaggtgcaqctqgtgcaqtctgqagcagaggtgaaaaagcccgqgaagtctctgaggatctcctgtaaggcttctgg
atacaggtttaccagctactacatcgcctgggtgcgccacatgcccgggaaaqgcctggagtggatggggatcatct ‘
atcctggtgactctgatatcacatacagcccgtccttccaaggccaggtca;catctcaggcgacaagtccgcgact
'acqqcctacctgcaatqgagcagcctgagggcctcggacacchCaﬁgtactactgtgcgagactctcattaacaga
gtccggtgactacgtcggtgcgtttgatatdtggggccaaqqgagaatggtcaccgtctcttcag

EVQLVQSGABVKKPGKSLRISCKASGYRFTSYYIAWVRHMPGKGLBWMGIIYPGDSDITYSPSFQGQVTISADKSAT
TAYLQWSSLRASDTAMYYCARLSLTESGDYVGAFDIWGQGTMVTVSS

6G4-VL

gattttgtgctgactcagtctccactctccctgqccgtcacccttggacagccggccfccatctcctgcégqtctaa
tcaaagcctcgtatacagtgatgacaacatéttcttgaattggtttcagcaggggcéaggccaacctccaaggcgcc

taatttataaggtttctaaccgggactctgqggtcccagacagattcagcggcagtgggtcaqgcactgatttcaca.'

ctgaaaatcaqcagggtggaggctgaggatgttggcgtttattactgcatgcaaggtagacactggcctcctctatt'
cactttcggeectgggaccaaagtggatatcaaac

DFVLTQSPLSLAVTLGQPASISCRSNQStVYSDDNIFLNWFQQGPGQPPRRLIYKVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMQGRHWPPLFTFGPGTKVDIK

22



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

