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DESCRIPCION

Moléculas de unidon humanas capaces de neutralizar virus de la gripe A del grupo filogenético 1 y del grupo
filogenético 2 y virus de la gripe B

Campo de la invencion

La invencién se esta relacionada con la medicina. En particular, la invencion se refiere a moléculas de union
humanas capaces de neutralizar los virus de la gripe A tanto del grupo filogenético 1 como del grupo filogenético 2.
En particular, la invencién se refiere a moléculas de unién capaces de neutralizar los virus de la gripe A tanto del
grupo filogenético 1 como del grupo filogenético 2, asi como a virus de la gripe B. La invencion se refiere ademas al
diagnostico, profilaxis y/o tratamiento de una infeccién causada por los virus de la gripe A de los grupos filogenéticos
1y 2, y preferentemente también por virus de la gripe B.

Antecedentes de la invencion

La infeccion por el virus de la gripe (también citada como "gripe" o "la gripe") es una de las enfermedades mas
comunes conocidas en el ser humano que ocasiona entre tres y cinco millones de casos de enfermedad grave y
entre 250.000 y 500.000 cada afio en todo el mundo. La gripe se disemina rapidamente en epidemias estacionales
que afectan a un 5-15% de la poblacién y la carga en cuanto a costes para los servicios sanitarios es elevada
(Organizacion Mundial de la Salud (OMS)).

Existen 3 tipos de virus de la gripe (los tipos A, B y C) responsables de patologias infecciosas en seres humanos y
animales. Los virus de tipo A y de tipo B son los agentes responsables de las epidemias y pandemias estacionales
de gripe observadas en seres humanos.

Los virus de la gripe A pueden clasificarse en subtipos de virus de gripe basandose en variaciones en las regiones
antigénicas de dos genes que codifican las glucoproteinas de la envuelta hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA)
que son necesarias para la union virica y la liberacién en la célula. Actualmente, se conocen dieciséis subtipos de
HA (H1-H16) y nueve variantes antigénicas de NA (N1-NO) en el virus de la gripe A. Los subtipos de virus de la gripe
pueden clasificarse ademas por referencia a su grupo filogenético. El analisis filogenético (Fouchier et al., 2005) ha
demostrado una subdivision de las HA que comprende dos grupos principales (Air, 1981): entre otros, los subtipos
H1, H2, H5 y H9 en el grupo filogenético 1 (también citado en el presente documento como "grupo 1") y entre otros,
los subtipos H3, H4 y H7 en el grupo filogenético 2 (o "grupo 2"). Solo algunos de los subtipos de gripe A (es decir,
H1N1, H1IN2 y H3N2) circulan entre personas, pero en animales, se han identificado todas las combinaciones de los
16 subtipos de HA y los 9 de NA, en particular en especies aviares. Los animales infectados por gripe A a menudo
actuan como reservorio para los virus de la gripe y se ha demostrado que algunos subtipos atraviesan la barrera
entre especies hacia los seres humanos, tales como la cepa H5N1 de gripe A altamente patdgena.

Las cepas de virus de la gripe de tipo B son estrictamente humanas. Las variaciones antigénicas en HA dentro de
los virus de la gripe de tipo B son mas débiles que las observadas dentro de las cepas de tipo A. En los seres
humanos circulan dos linajes genética y antigénicamente distintos de virus de la gripe B, representados por los
linajes B/Yamagata/16/88 (también citado como B/Yamagata) y B/Victoria/2/87 (B/Victoria) (Ferguson et al., 2003).
Aunque el espectro de enfermedad causada por los virus de la gripe B es generalmente mas leve que el causado
por los virus de la gripe A, se sigue observando una enfermedad grave que requiere de hospitalizacion con la
infeccion por gripe B.

Las estrategias actuales para lidiar con las epidemias anuales de gripe incluyen vacunacién anual, preferentemente
generando proteccion cruzada heterotipica. Sin embargo, los virus de la gripe circulantes en seres humanos estan
sometidos a cambios antigénicos permanentes que obligan a adaptar la formulacién de vacuna para la gripe para
asegurar la coincidencia mas exacta posible entre las cepas de vacuna de gripe y las cepas circulantes de gripe.
Aunque la vacunacién anual con vacunas para la gripe es la mejor manera de prevenir la gripe, los farmacos
antiviricos, tales como oseltamivir (Tamiflu®) pueden ser eficaces para la prevencion y tratamiento de la infeccion
por gripe. Sin embargo, el numero de cepas de virus de la gripe que muestran resistencia a los farmacos antiviricos,
tales como oseltamivir, esta aumentando.

Una estrategia alternativa es el desarrollo de tratamientos profilacticos o terapéuticos basados en anticuerpos para
neutralizar diversos virus de la gripe estacionales y pandémicos. La diana principal de la mayoria de los anticuerpos
neutralizantes que protegen contra la infeccion por el virus de la gripe es la cabeza globular (parte HA1) de la
proteina HA virica que contiene el sitio de unién a receptor, pero que esta sometida a evoluciéon genética continua
con sustituciones de aminoacidos en los sitios de unioén a anticuerpo (deriva antigénica).

Recientemente, se han identificado anticuerpos con neutralizacion cruzada amplia que reconocen un epitopo en la
region de tallo conservada de la hemaglutinina de los virus de la gripe A del grupo filogenético 1 (incluyendo, por
ejemplo, los subtipos de gripe H1 y H5) (véase, por ejemplo, el documento WO2008/028946 y Ekiert et al., Science
324(5924): 246-251, 2009), asi como anticuerpos con neutralizacién cruzada que reconocen un epitopo altamente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 608 321 T3

conservado en la region de tallo de HA de los virus de la gripe A del grupo filogenético 2 (incluyendo, por ejemplo,
los subtipos H3 y H7) (documento WO 2010/130636). La actividad neutralizante de estos anticuerpos esta
restringida a los virus de la gripe del grupo 1 o del grupo 2. Ademas, estos anticuerpos no son capaces de unirse a,
y neutralizar, los virus de la gripe B.

Ademas, el documento WO 2010/010466 divulga un anticuerpo humano FI6 que se une a hemaglutinina y que es
capaz de unirse a y neutralizar a los subtipos de gripe A del grupo 1 (incluyendo los subtipos H1 y H5) y del grupo 2
(incluyendo los subtipos H3 y H7). Este anticuerpo tampoco se une a la HA de los virus de la gripe B.

Ademas, el documento US 2009/0092620 divulga un anticuerpo murino que reconoce una estructura antigénica
presente en la hemaglutinina de los tipos H1 y H3 y en la hemaglutinina de los virus de la gripe B que pertenecen a
los grupos B/Victoria y B/Yamagata. Los anticuerpos inhiben la actividad de hemaglutininacion de varias cepas de
H3N2, lo que implica que este anticuerpo se une a un epitopo en la cabeza globular de HA.

Sui et al. (Nature Structural and Molecular Biology 16(3): 265-273, 2009) divulgaron anticuerpos que son eficaces
Unicamente contra los virus de la gripe del grupo 1. A la vista de la gravedad de la enfermedad respiratoria causada
por los virus de la gripe A y de la gripe B, asi como del elevado impacto econémico de las epidemias estacionales, y
del continuo riesgo de pandemias, existe una necesidad continua de medios eficaces para la prevencion y
tratamiento de los subtipos A y B de gripe. Por lo tanto, existe la necesidad de moléculas de union, preferentemente
moléculas de union humanas ampliamente neutralizantes, capaces de neutralizar de manera cruzada a los virus de
la gripe A tanto del grupo filogenético 1 como del grupo filogenético 2, y preferentemente también a virus de la gripe
B.

Sumario de la invencién

La invencién proporciona moléculas de uniéon capaces de unirse especificamente a cepas de virus de la gripe A
tanto del grupo filogenético 1 (incluyendo, por ejemplo, virus de la gripe que comprenden HA de los subtipos H1 y
H5) y cepas de virus de la gripe A del grupo filogenético 2 (incluyendo, por ejemplo, virus de la gripe que
comprenden HA de los subtipos H3 y H7). En una realizacién, las moléculas de uniéon también tienen actividad
neutralizante contra cepas del virus de la gripe A tanto del grupo filogenético 1 como del grupo filogenético 2. De
acuerdo con la invencion, las moléculas de unidn son capaces ademas de unirse especificamente a cepas de virus
de la gripe B, incluyendo, por ejemplo, las cepas del virus de la gripe B de los linajes B/Yamagata y/o B/Victoria. En
una realizacién, las moléculas de unién son capaces ademas de neutralizar a cepas de virus de la gripe B,
incluyendo, por ejemplo, las cepas del virus de la gripe B de los linajes B/Yamagata y/o B/Victoria. En una
realizacion, las moléculas de union son capaces de neutralizar in vivo a las cepas del virus de la gripe A y/o B. En
una realizacion, las moléculas de unién se unen a un epitopo conservado en la region de tallo de la proteina HA de
los virus de la gripe A y B. En una realizacion, las moléculas de unién no tienen actividad inhibidora de la
hemaglutininacion (HI).

Por lo tanto, la invencion proporciona moléculas de uniéon que se unen a un epitopo en la regién de tallo de la
proteina hemaglutinina que estd compartido entre los subtipos del virus de la gripe A dentro del grupo filogenético 1
y los subtipos del virus de la gripe dentro del grupo filogenético 2, asi como subtipos de virus de la gripe B, y por lo
tanto se refiere a moléculas de unién que reaccionan de manera cruzada con los subtipos de virus de la gripe A
tanto del grupo 1 como del grupo 2 y con virus de la gripe B. La invencion también se refiere a moléculas de acido
nucleico que codifican al menos la region de union de las moléculas de unién humanas.

Las moléculas de unién y/o las moléculas de acido nucleico de la invenciéon son adecuadas para su uso como
agente profilactico, diagndstico y/o de tratamiento universal para los virus de la gripe A y los virus de la gripe B,
incluso independientemente del subtipo de gripe causante.

Se baraja la hipétesis de que las moléculas de union de acuerdo con la presente invencion se unen a epitopos hasta
ahora desconocidos y altamente conservados que no son propensos 0 que son mucho menos propensos a la deriva
0 cambio antigénico. En particular, este epitopo es compartido entre virus de la gripe que pertenecen tanto al grupo
filogenético 1 como al grupo filogenético 2, y virus de la gripe B. También se contempla usar las moléculas de union
de la invencidn para identificar y/o caracterizar estos epitopos.

La invencién proporciona ademas el uso de las moléculas de unién humanas y/o de las moléculas de acido nucleico
de la invencién en el diagnéstico, profilaxis y/o tratamiento de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de desarrollar,
una infeccién por el virus de la gripe. Ademas, la invencién se refiere al uso de las moléculas de unién humanas y/o
de las moléculas de &cido nucleico de la invencion en el diagnéstico/deteccion de dichas infecciones por gripe.

Descripcion de las figuras
La FIG. 1 muestra el bloqueo del cambio conformacional de las HA H1, H5, H9, H3, y H7 por CR9114. (A) Unién

FACS de CR9114 a diversas conformaciones - precursor no escindido (HAOQ); pH neutro, escindido (HA); pH de
fusién, escindido (pH de fusion) - de rHA expresada superficialmente de A/New Caledonia/20/1999 (H1)
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A/Vietnam/1203/2004 (H5), A/Hong Kong/1073/1999 (H9), A/Wisconsin/67/2005 (H3), y A/Netherlands/219/2003
(H7).

La union se expresa como el porcentaje de unién a rHA no reaccionada (HAOQ). (B) Union FACS de CR9114 a HA
expresada en superficie como en el caso anterior, salvo por que se afadié el mAb CR9114 antes de la
exposicion de las HA escindidas a un pH de 4,9.

La FIG. 2 muestra que el mAb CR9114 compite con CR6261 y CR8020 por la unién a H1 y H3, respectivamente.
Grado de unién adicional de los mAb indicados a HA inmovilizada de A/New Caledonia/20/1999 (H1N1)
saturados con 100 nM de CR6261 o CR9114 (paneles A y B), o a HA inmovilizada de A/Wisconsin/67/2005
(H3N2) saturados con 100 nM de CR8020 o CR9114 (paneles C y D), medido usando interferometria de
biocapas.

La FIG. 3 demuestra la eficacia profilactica de CR9114 en el modelo de exposicién letal de raton con virus de la
gripe B (B/Florida/04/2006). A. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones tratados por via intravenosa
con 15 mg/kg de CR9114 o con control de vehiculo en el dia -1 antes de la exposicidon, seguido de una
exposicion en el dia 0 a 25 DL de B/Florida/04/2006. B. Cambio medio en el peso corporal (%) en relacion al dia
0. Las barras representan un IC del 95% de la media. En caso de muerte/eutanasia de un ratén durante el
estudio, se arrastré el ultimo peso corporal observado. C. Mediana de puntuaciones clinicas. Las barras
representan los intervalos intercuartil. Explicacion de la puntuacion clinica: 0=sin signos clinicos; 1=pelo duro;
2=pelo duro, menos reactivo durante la manipulacién; 3=pelo duro, enroscado, dificultad respiratoria, menos
reactivo durante la manipulaciéon; 4=pelo duro, enroscado, dificultad respiratoria, respuesta inactiva a
manipulaciones.

Descripcion de la invencién
A continuacién, se proporcionan definiciones de términos empleados en la presente invencién.

El término "incluido" o "que incluye", tal como se usa en el presente documento, se considera acompafado de las
palabras "sin limitacion".

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de unién" se refiere a una inmunoglobulina
intacta, incluyendo anticuerpos monoclonales, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados o
humanos, o a un dominio de unién a antigeno y/o variable que comprende un fragmento de una inmunoglobulina
que compite con la inmunoglobulina intacta por la unién especifica al compafiero de unién de la inmunoglobulina, por
ejemplo, HA. Independientemente de su estructura, el fragmento de unién a antigeno se une al mismo antigeno que
el reconocido por la inmunoglobulina intacta. Un fragmento de uniéon a antigeno puede comprender un péptido o
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, o 250 restos de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de la
molécula de union.

La expresion "molécula de unién", tal como se usa en el presente documento, incluye todas las clases y subclases
de inmunoglobulinas conocidas en la técnica. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante
de sus cadenas pesadas, las moléculas de union pueden dividirse en las cinco clases principales de anticuerpos
intactos: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y varias de estas clases se puede subdividir en subclases (isotipos), por ejemplo,
IgA1, IgA2, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.

Los fragmentos de unién a antigeno incluyen, entre otras cosas, fragmentos Fab, F(ab'), F(ab')2, Fv, dAb, Fd, de
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), anticuerpos monocatenarios (scFv), anticuerpos bivalentes
monocatenarios, anticuerpos de fago monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, (poli)péptidos que
contienen al menos un fragmento de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir unién a antigeno especifica
al (poli)péptido, etc. Los fragmentos anteriores pueden producirse sintéticamente o mediante escisién enzimatica o
quimica de inmunoglobulinas o pueden modificarse genéticamente mediante técnicas de ADN recombinante. Los
métodos de produccidon son de sobra conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Antibodies: A
Laboratory Manual, Editado por: E. Harlow y D, Lane (1988), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
Nueva York, que se incorpora al presente documento por referencia. Una molécula de unién o un fragmento de
unioén a antigeno de la misma puede tener uno o mas sitios de unién. En caso de haber mas de un sitio de unién, los
sitios de union pueden ser idénticos entre si 0 pueden ser diferentes.

La molécula de unién puede ser una molécula de uniéon desnuda o no conjugada pero también puede formar parte
de un inmunoconjugado. Una molécula de unién desnuda o no conjugada pretende hacer referencia a una molécula
de unién que no esta conjugada, unida operativamente o de otro modo asociada fisica o funcionalmente con un
resto efector o un marcador, tal como, entre otras cosas, a una sustancia tdéxica, una sustancia radiactiva, un
liposoma, una enzima. Se entendera que las moléculas de uniéon desnudas o no conjugadas no excluyen moléculas
de union que se han estabilizado, multimerizado, humanizado o de cualquier otro modo manipulado, aparte de por la
union de un resto efector o de un marcador. Por consiguiente, en el presente documento se incluyen todas las
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moléculas de union no conjugadas desnudas modificadas post-traduccionalmente, incluyendo casos donde las
modificaciones se efectian en el ambiente natural de la célula productora de la molécula de unién, por una célula
recombinante productora de la molécula de unién, y se introducen mediante intervencion humana después de la
preparacion inicial de la molécula de union. Por supuesto, la expresion molécula de unién desnuda o no conjugada
no excluye la capacidad de la molécula de unidn para formar asociaciones funcionales con células y/o moléculas
efectoras después de su administracion al organismo, ya que algunas de dichas interacciones son necesarias para
producir un efecto bioldgico. Por lo tanto, por definicién, se aplica la ausencia de grupo efector o de marcador a la
molécula de unién desnuda o no conjugada in vitro, no in vivo.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "muestra bioldgica" abarca una diversidad de tipos de
muestra, incluyendo muestras de sangre y de otros fluidos de origen bioldgico, muestras de tejido sélido, tales como
especimenes de biopsia o cultivos de tejidos, o células procedentes de los mismos y la descendencia de las
mismas. El término también incluye muestras que se han manipulado de cualquier modo después de su obtencion,
tal como mediante tratamiento con reactivos, solubilizacion, o enriquecimiento respecto de determinados
componentes, tales como proteinas o polinucleétidos. El término abarca diversos tipicos de muestras clinicas
obtenidas de cualquier especie, y también incluye células en cultivo, sobrenadantes celulares y lisados celulares.

La expresion "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR), tal como se usa en el presente documento,
significa secuencias dentro de las regiones variables de las moléculas de unién, tales como las inmunoglobulinas,
que normalmente contribuyen en gran medida al sitio de unién a antigeno que es complementario en cuanto a forma
y distribucion de carga al epitopo reconocido sobre el antigeno. Las regiones CDR pueden ser especificas para
epitopos lineales, epitopos discontinuos, o epitopos conformacionales de proteinas o fragmentos de proteinas, ya
estén presentes en la proteina en su conformacién nativa o, en algunos casos, presente en las proteinas en estado
desnaturalizado, por ejemplo, mediante solubilizacion en SDS. Los epitopos también pueden consistir en
modificaciones postraduccionales de las proteinas.

El término "eliminacion", tal como se usa en el presente documento, indica un cambio en la secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos en la que uno o mas restos de aminoacidos o de nucleétidos, respectivamente, estan
ausentes en comparacion con la molécula de referencia, normalmente de origen natural.

La expresion "secuencia de acido nucleico reguladora de la expresion" tal como se usa en el presente documento,
se refiere a secuencias de polinucledtidos necesarias para y/o que afectan a la expresién de una secuencia
codificante unida operablemente en un organismo hospedador concreto. La expresion "secuencias de acido nucleico
reguladoras de la expresién", tales como, entre otras, secuencias de inicio, terminacién, promotoras, potenciadoras
de la transcripcidon adecuadas; secuencias represoras o activadoras; sefales eficaces de procesamiento de ARN,
tales como sefiales de corte y empalme y de poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico;
secuencias que potencian la eficacia de la traduccion (por ejemplo, sitios de union a ribosomas); secuencias que
potencian la estabilidad de la proteina; y cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion de la proteina,
puede ser cualquier secuencia de acido nucleico que muestre actividad en el organismo hospedador elegido y puede
derivarse de genes que codifican proteinas, que son homdlogos o heterdlogos para el organismo hospedador. La
identificacion y el empleo de secuencias reguladoras de la expresion es rutinario para el experto en la materia.

La expresién "variante funcional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de unién que
comprende una secuencia de nucleotidos y/o de aminoacidos que esta alterada en uno o mas nucleétidos y/o
aminoacidos en comparacion con las secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos de la molécula de union de
referencia y que es capaz de competir por la unién al compafiero de unién, es decir, el virus de la gripe, con la
molécula de unién de referencia. En otras palabras, las modificaciones en la secuencia de aminoacidos y/o de
nucleotidos de la molécula de union de referencia no alteran o afectan de manera significativa las caracteristicas de
unién de la molécula de union codificada por la secuencia de nucledtidos o que contiene la secuencia de
aminoacidos, es decir, la molécula de unién sigue siendo capaz de reconocer y de unirse a su diana. La variante
funcional puede tener modificaciones conservativas de secuencia, incluyendo sustituciones, adiciones y
eliminaciones de nucledtidos y aminoacidos. Estas modificaciones pueden introducirse mediante técnicas
convencionales conocidas en la técnica, tales como mutagénesis de sitio dirigido y mutagénesis aleatoria mediada
por la PCR, y pueden comprender nucleétidos y aminoacidos tanto naturales como no naturales.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen aquellas en las que el resto de aminoacido se reemplaza
con un resto de aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas similares. Se han definido en la técnica
familias de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas
laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano). Sera evidente para el experto en la
materia que pueden emplearse otras clasificaciones de familias de restos de aminoacidos distintas de la empleada
anteriormente. Ademas, una variante puede tener sustituciones de aminoacidos no conservativas, por ejemplo,
reemplazo de un aminoacido con un resto de aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas diferentes.
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Las variaciones menores similares también pueden incluir eliminaciones o inserciones de aminoacidos, o ambas
cosas. Puede obtenerse una orientacién para determinar qué restos de aminoacido pueden sustituirse, insertarse o
eliminarse sin suprimir la actividad inmunoldgica mediante el uso de programas informaticos de sobra conocidos en
la técnica.

Una mutacion en una secuencia de nucleétidos puede ser una sola alteracion efectuada en un locus (una mutacion
puntual), tal como mutaciones de transicion o transversién, o como alternativa, pueden insertarse, eliminarse o
cambiarse multiples nucleétidos en un solo locus. Ademas, se pueden efectuar una o mas alteraciones en cualquier
numero de locus dentro de una secuencia de nucleétidos. Las mutaciones pueden efectuarse mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica.

La expresion "subtipo de virus de la gripe", tal como se usa en el presente documento en relacion a los virus de la
gripe A, se refiere a variantes del virus de la gripe A que se caracterizan por varias combinaciones de las proteinas
de la superficie virica hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N). De acuerdo con la presente invencion, puede hacerse
referencia a los virus de la gripe mediante su nimero de H, tal como, por ejemplo, virus de la gripe que comprende
HA del subtipo H1 o0 H3", o "virus de la gripe H1", "virus de la gripe H3", o mediante una combinacién de un namero
de Hy un numero de N, tal como, por ejemplo, virus de la gripe de subtipo H3N2" o "H3N2".

El término "subtipo” de virus de la gripe incluye especificamente todas las "cepas" de virus de la gripe individuales
dentro de cada subtipo, que normalmente son el resultado de mutaciones y muestran diferentes perfiles
patogénicos. Dichas cepas pueden citarse también como diversos "aislados" de un subtipo virico. Por consiguiente,
tal como se usa en el presente documento, los términos "cepas" y "aislados" pueden usarse de manera
intercambiable. La nomenclatura actual para las cepas o aislados de virus de la gripe incluyen la localizacion
geografica de donde se aislé por primera vez, el nimero de cepa y el afio en que se aislo, normalmente con la
descripcion antigénica de HA y NA proporcionada entre paréntesis, por ejemplo, A/Moscow/10/00 (H3N2). Las cepas
no humanas incluyen también el hospedador de origen en su nomenclatura.

El término "neutralizante", tal como se usa en el presente documento en relacion a las moléculas de unién de la
invencion, se refiere a moléculas de unién que inhiben la infeccion replicativa a una célula diana por el virus de la
gripe, independientemente del mecanismo mediante el que se consigue la neutralizacién. Por lo tanto, puede
lograrse la neutralizacion, por ejemplo, inhibiendo el acoplamiento o la adhesion del virus a la superficie de la célula,
o inhibiendo la fusién de las membranas viricas y celulares después del acoplamiento del virus a la célula diana, y
similares.

Las expresiones "que neutraliza de manera cruzada" o "neutralizaciéon cruzada", tal como se usan en el presente
documento en relacion a las moléculas de unién de la invencion, se refiere a la capacidad de las moléculas de unién
de la invencion para neutralizar diferentes subtipos de virus de la gripe A y/o B.

El término "hospedador”, tal como se usa en el presente documento, pretende hacer referencia a un organismo o
una célula en la se ha introducido un vector, tal como un vector de clonacién o un vector de expresion. El organismo
o la célula puede ser procariota o eucariota. Preferentemente, las células hospedadoras aisladas del hospedador,
por ejemplo, células hospedadoras en cultivo. La expresion "células hospedadoras” significa simplemente que las
células se modifican para la (sobre)expresion de las moléculas de unién de la invencion e incluyen células B que
expresan originalmente estas moléculas de unién, habiéndose modificado estas células para que sobreexpresen la
molécula de unidn mediante inmortalizacion, amplificacion, potenciacion de la expresion, etc. Debe entenderse que
el término hospedador pretende hacer referencia no solo al organismo o célula objeto, sino también a la
descendencia de dicho organismo o célula. Debido a que pueden producirse determinadas modificaciones en
generaciones posteriores debido a mutaciones o a influencias ambientales, dicha descendencia puede no ser, de
hecho, idéntica al organismo o célula progenitora, pero aun asi se incluyen dentro del alcance del término
"hospedador”, tal como se usa en el presente documento.

El término "humano", cuando se aplica a moléculas de union tal como se definen en el presente documento, se
refiere a moléculas que bien proceden directamente de un ser humano o que se basan en una secuencia de linea
germinal humana. Cuando una molécula de unién procede o esta basada en una secuencia humana y se modifica
posteriormente, aun se considera humana, tal como se usa a lo largo de la memoria descriptiva. En otras palabras,
el término humano, cuando se aplica a moléculas de unién, pretende incluir moléculas de unién que tienen regiones
variables y constantes procedentes de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana o basadas en
regiones variables o constantes presentes en un ser humano o un linfocito humano y que se modifican de algun
modo. Por lo tanto, las moléculas de unidon humanas pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana, comprender sustituciones y/o eliminaciones (por ejemplo,
mutaciones introducidas, por ejemplo, mediante mutagénesis aleatoria o de sitio especifico in vitro o mediante
mutacion somatica in vivo). "Basado en", tal como se usa en el presente documento, se refiere a aquella situacién en
la que un acido nucleico pueda ser una copia exacta a partir de un molde, o con mutaciones menores, tales como
mediante métodos de PCR propensa a errores, o producido sintéticamente imitando de manera exacta al molde o
con modificaciones menores.
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El término "insercion", también conocido como el término "adicion", indica un cambio en una secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos que da como resultado la adicién de uno o mas restos de aminoacidos o de
nucleétidos, respectivamente, en comparacion con la secuencia progenitora.

El término "aislado", cuando se aplica a moléculas de unién tal como se definen en el presente documento, se refiere
a moléculas de uniéon que se encuentran sustancialmente libres de otras proteinas o polipéptidos, en particular,
libres de otras moléculas de union que tengan especificidades antigénicas diferentes, y que también se encuentran
sustancialmente libres de otros materiales celulares y/o agentes quimicos. Por ejemplo, cuando se producen de
manera recombinante las moléculas de unién, preferentemente se encuentran sustancialmente libres de
componentes del medio de cultivo, y cuando las moléculas de unién se producen mediante sintesis quimica,
preferentemente se encuentran sustancialmente libres de precursores quimicos u otros agentes quimicos, es decir,
se separan de los precursores quimicos u otros agentes quimicos que estan implicados en la sintesis de la proteina.
El término "aislado" cuando se aplica a moléculas de acido nucleico que codifican moléculas de union tal como se
definen en el presente documento, pretende hacer referencia a moléculas de acido nucleico en las que secuencias
de nucledtidos que codifican las moléculas de uniéon se encuentran libres de otras secuencias de nucleétidos, en
particular, secuencias de nucleétidos que codifican moléculas de unién que se unen a otros comparieros de unioén.
Ademas, el término "aislado" se refiere a moléculas de acido nucleico que se encuentran sustancialmente separadas
de otros componentes que acompafian naturalmente a la molécula de acido nucleico nativa en el hospedador
natural, por ejemplo, ribosomas, polimerasas, o secuencias gendémicas con las que se asocia naturalmente.
Ademas, las moléculas de acido nucleico "aisladas", tales como moléculas de ADNc, pueden encontrarse
sustancialmente libres de otro material celular, o medio de cultivo cuando se producen mediante técnicas
recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se sintetizan
quimicamente.

La expresién "anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una preparaciéon de
moléculas de anticuerpo con una sola especificidad. Un anticuerpo monoclonal muestra una sola especificidad y
afinidad de unién por un epitopo particular. Por consiguiente, la expresion "anticuerpo monoclonal humano" se
refiere a un anticuerpo que muestra una sola especificidad de uniéon que tiene regiones variables y constantes
procedentes de o basadas en secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana o que proceden de
secuencias completamente sintéticas. EI método para preparar el anticuerpo monoclonal no es relevante para la
especificidad de union.

La expresion "de origen natural”, tal como se usa en el presente documento aplicada a un objeto, se refiere al hecho
de que el objeto o compuesto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o de
polinucleétido que esté presente en un organismo que pueda aislarse de una fuente natural y que no se haya
modificado por el ser humano de manera intencionada en un laboratorio es de origen natural.

La expresién "molécula de &acido nucleico”, tal como se usa en la presente invencion, se refiere a una forma
polimérica de nucleétidos e incluye hebras tanto codificantes como no codificantes de ARN, ADNc, ADN genémico, y
formas sintéticas y polimeros mixtos de las anteriores. Un nucleétido se refiere a un ribonucleétido, desoxinucleétido
o0 a una forma modificada de cualquier tipo de nucledtido. El término también incluye formas de ADN mono y
bicatenario. Ademas, un polinucleétido puede incluir cualquiera de o tanto nucleétidos de origen natural como
modificados unidos entre si mediante enlaces nucleotidicos de origen natural y/o de origen no natural. Las moléculas
de acido nucleico pueden modificarse quimica o bioquimicamente o pueden contener bases de nucleétidos no
naturales o derivatizadas, tal como apreciaran facilmente los expertos en la materia. Dichas modificaciones incluyen,
por ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo,
modificaciones internucleétido, tales como enlaces cargados (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres,
fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), restos
colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), quelantes, alquilantes, y
enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa-anoméricos, etc.). Se pretende que el término anterior
incluya cualquier formacion topoldgica, incluyendo conformaciones monocatenarias, bicatenarias, parcialmente
bicatenarias, en horquilla, circulares y en candado. También se incluyen moléculas sintéticas que imiten a los
polinucledtidos en su capacidad para unirse a una secuencia designada mediante enlace de hidrégeno y otras
interacciones quimicas. Dichas moléculas se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que los
enlaces fosfato se sustituyen con enlaces peptidicos en el armazoén de la molécula. Una referencia a una secuencia
de acido nucleico abarca su complemento, a menos que se especifique lo contrario. Por lo tanto, debe entenderse
que una referencia a una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia concreta abarca su hebra
complementaria, con su secuencia complementaria. La hebra complementaria también es util, por ejemplo, para la
terapia antisentido, sondas de hibridacién y cebadores para la PCR.

La expresion "unido operablemente" se refiere a dos o mas elementos de secuencia de acido nucleico que
normalmente estan unidos fisicamente y se encuentran en una relacion funcional entre si. Por ejemplo, un promotor
esta unido operablemente a una secuencia codificante, si el promotor es capaz de iniciar o regular la transcripcién o
la expresion de una secuencia codificante, en cuyo caso la secuencia codificante debe entenderse como "bajo el
control" del promotor.
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Por "excipiente farmacéuticamente aceptable" se entiende cualquier sustancia inerte que se combine con una
molécula activa, tal como un farmaco, agente, o molécula de unién para preparar una forma de dosificacion
aceptable o conveniente. El "excipiente farmacéuticamente aceptable” es un excipiente que no es téxico para los
receptores a las dosis y concentraciones usadas, y que es compatible con otros ingredientes de la formulacién que
comprende el farmaco, el agente o la molécula de union. Los excipientes farmacéuticamente aceptables se aplican y
conocen ampliamente en la técnica.

La expresién "se une especificamente", tal como se usa en el presente documento, en referencia a la interaccion de
una molécula de union, por ejemplo, un anticuerpo, y su compafero de unién, por ejemplo, un antigeno, significa
que la interaccién es dependiente de la presencia de una estructura concreta, por ejemplo, un determinante
antigénico o epitopo, en el compafiero de uniéon. En otras palabras, el anticuerpo se une o reconoce
preferencialmente al compafero de union, incluso cuando el comparfiero de union esta presente en una mezcla de
otras moléculas u organismos. La unién puede estar mediada por interacciones covalentes o no covalentes o por
una combinacion de ambas. En otras palabras, la expresion "se une especificamente" significa una unién
inmunoespecifica a un determinante antigénico o epitopo y ausencia de uniéon inmunoespecifica a otros
determinantes antigénicos o epitopos. Una molécula de unién que se une inmunoespecificamente a un antigeno
puede unirse a otros péptidos o polipéptidos con una menor afinidad segun se determina mediante, por ejemplo,
radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunoadsorbentes acoplados a enzimas (ELISA), BIACORE, u otros ensayos
conocidos en la técnica. Las moléculas de unién o los fragmentos de las mismas que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno pueden tener reactividad cruzada con antigenos relacionados, que portan el
mismo epitopo. Preferentemente, las moléculas de union o los fragmentos de las mismas que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno no tienen reactividad cruzada con otros antigenos.

Una "sustitucién", tal como se usa en el presente documento, indica el reemplazo de uno o mas aminoacidos o
nucleotidos con otros aminoacidos o nucleétidos diferentes, respectivamente.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de la molécula de unién tal como se define
en el presente documento que es eficaz para prevenir, mejorar y/o tratar una afeccion resultante de la infeccion con
un virus de la gripe B. Mejora, tal como se usa en el presente documento, puede referirse a la reduccion de los
sintomas de la enfermedad visibles o perceptibles, de la viremia, o cualquier otra manifestacion medible de la
infeccion por gripe.

El término "tratamiento" se refiere al tratamiento terapéutico, asi como a las medidas profilacticas o preventivas para
curar o detener o al menos retrasar el progreso de la enfermedad. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen
aquellos que ya padezcan una afeccion resultante de la infeccion por el virus de la gripe, asi como aquellos en los
que se va a prevenir la infeccién por el virus de la gripe. Los sujetos que se hayan recuperado parcial o totalmente
de la infeccion por el virus de la gripe también pueden necesitar tratamiento. La prevencion abarca inhibir o reducir la
diseminacion del virus de la gripe o inhibir o reducir la aparicién, el desarrollo o la progresion de uno o mas de los
sintomas asociados con la infeccién por el virus de la gripe.

El término "vector" indica una molécula de acido nucleico en la que puede insertarse una segunda secuencia de
acido nucleico para su introduccién en un hospedador donde se replicara, y en algunos casos expresara. En otras
palabras, un vector es capaz de transportar una molécula de acido nucleico a la que se ha unido. Los vectores de
clonacion, asi como los de expresion estan contemplados por el término "vector”, tal como se usa en el presente
documento. Los vectores incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, cosmidos, cromosomas bacterianos artificiales
(BAC) y cromosomas artificiales de levadura (YAC) y vectores derivados de bacteriéfagos o de virus de plantas o
animales (incluyendo seres humanos). Los vectores comprenden un origen de replicacion reconocido por el
hospedador propuesto y en el caso de los vectores de expresion, un promotor y otras regiones reguladoras
reconocidas por el hospedador. Un vector que contiene una segunda molécula de acido nucleico se introduce en
una célula mediante transformacién, transfeccién, o mediante el uso de los mecanismos de entrada virica.
Determinados vectores son capaces de replicarse de manera autdnoma en un hospedador en el que se introducen
(por ejemplo, los vectores que tienen un origen de replicacion bacteriano pueden replicarse en bacterias). Pueden
integrarse otros vectores en el genoma de un hospedador tras su introduccién en el hospedador, y de este modo se
replican junto con el genoma del hospedador.

Descripcion detallada

En un primer aspecto, la presente invencién abarca moléculas de uniéon capaces de unirse especificamente a
hemaglutinina (HA) de subtipos de virus de la gripe A del grupo filogenético 1 y subtipos del virus de la gripe A del
grupo filogenético 2, tal como se define en las reivindicaciones. En una realizacién, las moléculas de unién son
capaces de neutralizar los subtipos de virus de la gripe A tanto del grupo filogenético 1 como del grupo filogenético
2. Por lo tanto, las moléculas de unién de la invenciéon son Unicas en tanto que son capaces de neutralizar de
manera cruzada tanto a cepas de virus de la gripe A del grupo 1 como a cepas del virus de la gripe A del grupo 2. En
una realizacion, las moléculas de union son capaces de neutralizar a al menos uno o mas, preferentemente a dos o
mas, preferentemente a tres o mas, preferentemente a cuatro o mas, aun mas preferentemente a cinco o mas
subtipos de virus de la gripe A del grupo 1 seleccionados entre el grupo que consiste en los subtipos H1, H2, H5, H6,
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H8, H9 y H11, y a al menos uno o mas, preferentemente a dos o mas, preferentemente a tres o mas subtipos de
virus de la gripe A del grupo 2 seleccionados entre el grupo que consiste en los subtipos H3, H4, H7, y H10. De
acuerdo con la invencion, las moléculas de unidon son capaces de unirse especificamente a hemaglutinina (HA) de
subtipos del virus de la gripe B. En otra realizacién, las moléculas de unién son capaces de neutralizar a virus de la
gripe B. En una realizacion, las moléculas de unién son capaces de neutralizar in vivo a virus de la gripe A y/o B. Las
cepas de virus de la gripe A y B pueden ser cepas de virus de la gripe tanto humanas como no humanas (es decir,
obtenidas de animales no humanos, por ejemplo, aves).

Preferentemente, las moléculas de unién son moléculas de unién humanas. En una realizacién preferida, las
moléculas de union son anticuerpos humanos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En una realizacion, las moléculas de unién proceden del gen de linea germinal VH1-69. Por lo tanto, todas las
moléculas de union usan el mismo armazon codificado por la linea germinal VH1-69.

En una realizacion, la interaccion de uniéon de las moléculas de union, preferentemente el anticuerpo, y HA esta
mediada exclusivamente por secuencias variables de cadena pesada.

En una realizacion, las moléculas de unién comprenden una CDR1 de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 133 o SEQ ID NO: 139, una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 140 o SEQ ID NO: 151, y una CDR3 de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 135, SEQ ID
NO: 141, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 161, y SEQ ID NO: 162. Las regiones CDR de las
moléculas de union de la invencion se muestran en la tabla 7. Las regiones CDR son de acuerdo con Kabat et al.,
(1991) tal como se describe en Sequences of Proteins of Immunological Interest.

Los virus de la gripe infectan a las células uniéndose a restos de acido sialico sobre la superficie de las células
diana, y la posterior transferencia a endosomas, mediante la fusién de sus membranas con las membranas
endosomicas y la liberacion del complejo genoma-transcriptasa al interior de la célula. Los procesos tanto de union
al receptor como de fusion de la membrana estan mediados por la glucoproteina HA. La HA del virus de la gripe A
comprende dos regiones estructuralmente distintas, es decir, una regiéon de cabeza globular, que contiene un sitio de
union a receptor que es responsable del acoplamiento del virus a la célula diana, y que esta implicada en la actividad
de hemaglutininacién de la HA, y una region de tallo, que contiene un péptido de fusion que es necesario para la
fusién de membrana entre la envuelta virica y la membrana endosémica de la célula. La proteina HA es un trimero
en el que cada mondémero consiste en dos glucopéptidos enlazados por disulfuro, HA1 y HA2, que se producen
durante la infeccion mediante la escision proteolitica de un precursor (HAQ). La escisién es necesaria para la
infectividad del virus, ya que es necesaria para cebar la HA para la fusion de membrana, para permitir un cambio
conformacional. La activacién de la molécula cebada se produce a pH bajo en los endosomas, entre pH 5y pH 6, y
requiere de cambios importantes en la estructura de la HA. Cada una de las etapas en el cebado y la activacion de
la HA para que participe en el proceso de fusion de membrana, presenta una diana diferente para la inhibicion, por
ejemplo, mediante anticuerpos monoclonales. En una realizacién, las moléculas de unién son capaces de bloquear
los cambios conformacionales inducidos por pH en la HA asociados con la fusién de membrana.

Las moléculas de unién de la invencién pueden ser capaces de unirse especificamente a la subunidad HAO, HA1 y/o
HA2 de la proteina HA. Pueden ser capaces de unirse especificamente a epitopos lineales o estructurales y/o
conformacionales en la subunidad HAO, HA1 y/o HA2 de la proteina HA. La molécula de HA puede purificarse de los
virus o producirse de manera recombinante y opcionalmente aislarse antes de su uso. Como alternativa, la HA
puede expresarse en la superficie de células. En una realizacidn, las moléculas de uniéon de la invencién son
capaces de unirse especificamente a un epitopo en la regién de tallo de la HA. En una realizacion, las moléculas de
unién se unen a un epitopo que es accesible en la conformacion previa a la fusion de HA.

Las moléculas de unién de la invencion pueden ser capaces de unirse especificamente a virus de la gripe que son
viables, activos y/o infecciosos o que se encuentran en forma inactivada/atenuada. Los métodos para
inactivar/atenuar virus, por ejemplo, virus de la gripe, son de sobra conocidos en la técnica e incluyen, pero sin
limitacion, tratamiento con formalina, B-propiolactona (BPL), mertiolato, y/o luz ultravioleta.

Las moléculas de unién de la invencidn también pueden ser capaces de unirse especificamente a uno o mas
fragmentos de los virus de la gripe, tales como, entre otros, a una preparacion de una o mas proteinas y/o
(poli)péptidos, procedentes de subtipos de virus de la gripe A y/o B 0 a una o mas proteinas y/o polipéptidos de los
virus de la gripe A y/o B producidos de manera recombinante. Puede encontrarse la secuencia de nucledtidos y/o
aminoacidos de proteinas de diversas cepas de gripe Ay B en la base de datos GenBank, la Base de Datos de
Secuencias del Virus de la Gripe del NCBI, la Base de Datos de Secuencias de la Gripe (ISD), la base de datos del
EMBL y/u otras bases de datos. Se encuentra dentro de las capacidades del experto la obtencién de dichas
secuencias en las respectivas bases de datos.

En otra realizacion, las moléculas de unién de la invencion son capaces de unirse especificamente a un fragmento
de las proteinas y/o polipéptidos anteriormente mencionados, en donde el fragmento comprende al menos un
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epitopo reconocido por las moléculas de unién de la invencion. Un "epitopo”, tal como se usa en el presente
documento, es un resto que es capaz de unirse a una molécula de unién de la invencién con una afinidad lo
suficientemente elevada como para formar un complejo antigeno-molécula de unién detectable.

Las moléculas de unién de la invencion pueden ser capaces o no de unirse especificamente a la parte extracelular
de la HA (también denominada en el presente documento HA soluble (sHA)).

Las moléculas de union de la invencion pueden ser moléculas de inmunoglobulina intactas, tales como anticuerpos
policlonales o monoclonales, o las moléculas de union pueden ser fragmentos de union a antigeno de las mismas,
incluyendo, pero sin limitacion, regiones variables de cadena pesada y ligera, fragmentos Fab, F(ab'), F(ab'),, Fv,
dAb, Fd, de regiones determinantes de la complementariedad (CDR), anticuerpos monocatenarios (scFv),
anticuerpos bivalentes monocatenarios, anticuerpos de fago monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos,
y (poli)péptidos que contienen al menos un fragmento de una inmunoglobulina que sea suficiente para conferir union
a antigeno especifica para las cepas del virus de la gripe o un fragmento de las mismas. En una realizacion
preferida, las moléculas de union de la invencion son anticuerpos monoclonales humanos, y/o fragmentos de union a
antigeno de los mismos. Las moléculas de unién también pueden ser nanocuerpos, alfacuerpos, affibodies,
armazones de dominio FN3 y otros armazones basados en dominios en proteinas de repeticion (humanas), tales
como adnectinas, anticalinas, darpinas, etc., u otros armazones que comprenden secuencias de unién a epitopos.

Las moléculas de union de la invencion pueden usarse en forma aislada o no aislada. Ademas, las moléculas de
union de la invencién pueden usarse solas 0 en una mezcla que comprende la menos una molécula de unién (o una
variante o fragmento de la misma) de la invencion, y/o con otras moléculas de unién que se unen a la gripe y que
tienen un efecto inhibidor para el virus de la gripe. En otras palabras, las moléculas de uniéon pueden usarse en
combinacion, por ejemplo, en forma de una composicion farmacéutica que comprende dos o mas moléculas de
unién de la invencion, variantes o fragmentos de las mismas. Por ejemplo, pueden combinarse moléculas de union
que tengan actividades diferentes pero complementarias en un solo tratamiento para lograr un efecto profilactico,
terapéutico o diagnéstico deseado, pero como alternativa, también pueden combinarse moléculas de unién que
tengan actividades idénticas en un solo tratamiento para lograr un efecto profilactico, terapéutico o diagnéstico
deseado. Opcionalmente, la mezcla comprende ademas al menos un agente terapéutico diferente. Preferentemente,
el agente terapéutico, tal como, por ejemplo, inhibidores de M2 (por ejemplo, amantidina, rimantadina) y/o
inhibidores de la neuraminidasa (por ejemplo, zanamavir, oseltamivir) es util en la profilaxis o y/o tratamiento de una
infeccion por el virus de la gripe.

Tipicamente, las moléculas de unidon de acuerdo con la invencién pueden unirse a sus compafneros de unién, es
decir, un virus de la gripe A del grupo 1 (tal como H1N1) y un virus de la gripe A del grupo 2 (tal como H3N2), y/o a
un virus de la gripe B, Q'/O a fragmentos de los mlsmos con una constante de afinidad (valor de Ky) que es menor de
0,2x10* M, 1,0 x 10 M, 1,0 x 10° M, 1,0 x 107 M, preferentemente menor de 1,0 x 10° M, mas preferentemente
menor de 1,0 x 10° M, mas preferentemente menor de 1,0 x 107'° M, atin mas preferentemente menor de 1,0 x 10™
M, y en particular, menor de 1,0 x 10" M. Las constantes de afinidad pueden variar para los isotipos de los
anticuerpos. Por ejemplo, Ia afinidad de union para un isotipo IgM se refiere a una afinidad de unién de al menos
aproximadamente 1,0 x 107 M. Las constantes de afinidad pueden medirse, por ejemplo, usando resonancia de
plasmén superficial, por ejemplo, usando el sistema BIACORE (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia).

Las moléculas de unioén de la invencion muestran actividad neutralizante. La actividad neutralizante puede medirse,
por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. Se describen ensayos alternativos que miden la
actividad neutralizante, por ejemplo, en WHO Manual on Animal Influenza Diagnosis and Surveillance, Ginebra:
Organizaciéon Mundial de la Salud, 2005, version 2002.5.

Tipicamente, las moléculas de unién de acuerdo con la invencion tienen una actividad neutralizante de 50 pyg/ml o
menos, preferentemente de 20 yg/ml o menos, mas preferentemente, una actividad neutralizante de 10 pyg/ml o
menos, aun mas preferentemente de 5 pg/ml o menos, determinada en un ensayo de neutralizacion de virus (VNA)
in vitro, tal como se describe en el ejemplo 6. Las moléculas de unién de acuerdo con la invencion pueden unirse al
virus de la gripe o a un fragmento del mismo en forma soluble, tal como, por ejemplo, en una muestra o en
suspension o puede unirse a virus de la gripe o a fragmentos del mismo o unirse a un vehiculo o sustrato, por
ejemplo, placas de microtitulacion, membranas y perlas, etc. Los vehiculos o sustratos pueden estar hechos de
vidrio, plastico (por ejemplo, poliestireno), polisacaridos, nailon, nitrocelulosa, o teflén, etc. La superficie de dichos
soportes puede ser solida o porosa y tener cualquier forma conveniente. Ademas, las moléculas de unién pueden
unirse al virus de la gripe en forma purificada/aislada o no purificada/no aislada.

Tal como se ha descrito anteriormente, la presente invencion se refiere a moléculas de unién humanas aisladas que
son capaces de reconocer y de unirse a un epitopo en la proteina hemaglutinina (HA) de la gripe, en donde dichas
moléculas de unién tienen actividad neutralizante contra virus de la gripe A del grupo filogenético 1 y virus de la gripe
A del grupo filogenético 2. De acuerdo con la invencion, se ha demostrado, por lo tanto, que las moléculas de union
de la presente invencién neutralizan de manera cruzada los subtipos de virus de la gripe que pertenecen a ambos
grupos filogenéticos. El experto en la materia, basandose en los que se ha divulgado en el presente documento,
puede determinar si un anticuerpo, de hecho, reacciona de manera cruzada con proteinas de HA de diferentes
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subtipos y también puede determinar si son capaces de neutralizar a los virus de la gripe de diferentes subtipos in
vitro y/o in vivo.

En una realizacion, la molécula de uniéon de acuerdo con la presente invencion se selecciona entre el grupo que
consiste:

a) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 133, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 135,

b) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 140, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 141,

¢) una molécula de uniéon que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145,

d) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152,

e) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152,

f) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regioén
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 161,

g) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una region CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 162, y

h) una molécula de unién que comprende una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 141.

En una realizacién preferida, la molécula de unién comprende una region CDR1 de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134, y una regién CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 145 o SEQ ID NO: 152.

En ofra realizacion, las moléculas de union humanas de acuerdo con la invencion se seleccionan entre el grupo que
consiste en:

a) una molécula de unién que tiene una regiéon CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 133, una region CDR2
de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 135, una regién
CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136, una regién CDR2 de cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137, y una region CDRS3 de cadena ligera que tiene
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138,

b) una molécula de unién que comprende una regiéon CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 140, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 141, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, y una regiéon CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144,

c) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 174, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147,

d) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 148, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150,

e) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153, una regiéon CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154, y una regién CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155,

f) una molécula de unién que comprende una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 148, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150,

g) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 156, una regiéon CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 158,
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h) una molécula de unién que comprende una regiéon CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 148, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 159, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 160, i) una molécula de unién que comprende una regién
CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una
region CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 161, una region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una region CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
144, j) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una
region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 151, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 162,
una region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 163, una region CDR2
de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 164, y una regién CDR3 de cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 165, k) una molécula de unién que comprende una
region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regiéon CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y
una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una regién CDR1 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 166, una region CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 167, y una regiéon CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 168, I) una molécula de unién que comprende una regiéon CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:
139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID
NO: 152, una region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 169, una
region CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149, y una region CDR3
de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150, m) una molécula de unién que
comprende una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién CDR2 de cadena pesada de
SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 141, una region CDR1 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 163, una regién CDR2 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 169, y una region CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 170, n) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena
pesada de SEQ ID NO: 152, una region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 171, una regiéon CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 164, y
una region CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 172,

0) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 173, y p) una molécula de unién que comprende una
region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regiéon CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y
una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una region CDR1 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una region CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 144.

En ofra realizacion, las moléculas de unidon humanas de acuerdo con la invencion se seleccionan entre el grupo que
consiste en:

a) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regioén
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 174, y una regién CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147,

b) una molécula de unién que comprende una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 171, una regiéon CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 164, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 172,

¢) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una regiéon CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 173,y

d) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién
CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, una
region CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142, una region CDR2 de
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144.
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En otra realizacion, la molécula de unién de acuerdo con la invencion se selecciona entre el grupo que consiste en

a) una molécula de unidn que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 2,
b) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6,
¢) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 10,
d) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 14,
e) una molécula de union que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 18,
f) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 22,
g) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 26,
h) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 30,
i) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 34,
j) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 38,
k) una molécula de uniéon que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 42,
I) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 46,
m) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 50,
n) una molécula de unién que comprende una regioén variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 54,
0) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 58, y
p) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 62.

En una realizacion, la molécula de unién de acuerdo con la invencién se selecciona entre el grupo que consiste

en una molécula de uniéon que comprende una regidn variable de cadena pesada de SEQ
molécula de union que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 54,

ID NO: 10, una
una molécula de

uniéon que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 58, y una molécula de unién que

comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 62.

En una realizacién adicional, las moléculas de unién de acuerdo con la invenciéon comprenden una regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID

NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID
NO: 60, y SEQ ID NO: 64.

En otra realizacion mas, la molécula de union se selecciona entre el grupo que consiste en

NO: 28, SEQ ID
NO: 56, SEQ ID

a) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 2 y una regién

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 4,

b) una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una region

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 8,

¢) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO
variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 12,

d) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO
variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 16,

e) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO
variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 20,

f) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 24,

g) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 28,

h) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 32,

i) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 36,

j) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 40,

k) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 44,

I) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 48,

m) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 52,

n) una molécula de unién que comprende una regioén variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 56,

0) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 60, y

p) una molécula de unién que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:

variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 64.

13

: 10 y una region
: 14 y una region
: 18 y una region
22 y una region
26 y una regién
30 y una region
34 y una region
38 y una regién
42 y una region
46 y una region
50 y una region
54 y una region
58 y una regién

62 y una regién
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En una realizacion, las moléculas de unién humanas de acuerdo con la invencion se seleccionan entre el grupo que
consiste en: una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 10 y una
region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 12, una molécula de uniéon que comprende una regidn variable de
cadena pesada de SEQ ID NO: 54 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 56, una molécula de union
que comprende una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 58 y una region variable de cadena ligera de
SEQ ID NO: 60, y una molécula de unién que comprende una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 62
y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 64.

En una realizacién preferida, las moléculas de unidon de acuerdo con la invencién son para su uso como
medicamento, y preferentemente para su uso en el tratamiento diagnostico, terapéutico y/o profilactico de la
infeccion por gripe causada por virus de la gripe A y/o B. Preferentemente, el virus de la gripe que causa la infeccion
por gripe y que puede tratarse usando las moléculas de unién de la presente invencion es un virus de la gripe A del
grupo filogenético 1 y/o 2, y/o un virus de la gripe B. La presente invencion se refiere también a una composicion
farmacéutica que comprende al menos una molécula de union de acuerdo con la invencién, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion mas, la invencion se refiere al uso de una molécula de uniéon de acuerdo con la invencion en la
preparacion de un medicamento para el diagnostico, profilaxis, y/o tratamiento de una infeccion por el virus de la
gripe. Dichas infecciones pueden producirse en pequefias poblaciones, pero también pueden diseminarse por todo
el mundo en epidemias estacionales 0, aun peor, en pandemias globales donde millones de individuos se
encuentran en riesgo. La invencion proporciona moléculas de unidon que pueden neutralizar la infeccién por cepas de
gripe que causan dichas epidemias estacionales, asi como potenciales pandemias. De manera importante, ahora
puede preverse la proteccion y el tratamiento con las moléculas de unién de la presente invencion en relacion a
varios subtipos de la gripe ya que se ha divulgado que las moléculas de unién de la presente invencién son capaces
de neutralizar de manera cruzada diversos subtipos tanto del grupo filogenético 1, que abarca los subtipos H1, H2,
H5, H6, H8, H9 y H11 como del grupo filogenético 2, que abarca los subtipos H3, H4, H7 y H10, asi como subtipos
de la gripe B.

Otro aspecto de la presente invencion incluye variantes funcionales de las moléculas de union tal como se han
definido en el presente documento. Se considera que las moléculas son variantes funcionales de una molécula de
unioén de acuerdo con la invencidn, en caso de que las variantes sean capaces de competir por la unién especifica a
un virus de la gripe o un fragmento del mismo con las moléculas de unién "parentales" o "de referencia". En otras
palabras, se considera que las moléculas son variantes funcionales de una molécula de unién de acuerdo con la
invencion cuando las variantes funcionales siguen siendo capaces de unirse al mismo epitopo solapante del virus de
la gripe o un fragmento del mismo. En lo respecta a la presente solicitud "parental” y "de referencia" se usaran como
sindnimos, lo que significa que la informaciéon de la molécula de referencia o parental, o la molécula fisica en si,
puede formar la base para la variacion. Las variantes funcionales incluyen, pero sin limitacion, derivados que son
sustancialmente similares en su secuencia estructural principal, incluyendo aquellos que tienen modificaciones en el
receptor Fc u otras regiones implicadas con las funciones efectoras, y/o que contienen, por ejemplo, modificaciones
in vitro o in vivo, quimicas y/o bioquimicas, que no se encuentran en la molécula de unidon parental. Dichas
modificaciones incluyen, entre otras, la acetilacién, acilacién, unién covalente de un nucleétido o derivado de
nucleétido, uniéon covalente de un lipido o un derivado lipidico, reticulacién, formacién de enlaces disulfuro,
glucosilacién, hidroxilacion, metilacién, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion, y similares.
Como alternativa, las variantes funcionales pueden ser moléculas de union tal como se definen en la presente
invencion que comprenden una secuencia de aminoacidos que contiene sustituciones, inserciones, eliminaciones o
combinaciones de las mismas de uno o mas aminoacidos en comparacion con las secuencias de aminoacidos de las
moléculas de unién parentales. Ademas, las variantes funcionales pueden comprender truncamientos de la
secuencia de aminoacidos en uno o en ambos de los extremos amino o carboxilo. Las variantes funcionales de
acuerdo con la invencion pueden tener afinidades de unidn iguales o diferentes, ya sean mayores o menores, en
comparacion con la molécula de unién parental pero que son capaces aun de unirse al virus de la gripe 0 a un
fragmento del mismo. Por ejemplo, las variantes funcionales de acuerdo con la invencién pueden tener afinidades de
uniéon aumentadas o reducidas pro un virus de la gripe o un fragmento del mismo en comparacién con las moléculas
de union parentales. Preferentemente, las secuencias de aminoacidos de las regiones variables, incluyendo, pero
sin limitaciéon, regiones marco conservadas, regiones hipervariables, en particular regiones CDR3, se encuentran
modificadas. En general, las regiones variables de cadena ligera y de cadena pesada comprenden tres regiones
hipervariables, que comprenden tres CDR, y regiones mas conservadas, las denominadas regiones marco
conservadas (FR). Las regiones hipervariables comprenden restos de aminoacidos de las CDR y restos de
aminoacidos de los bucles hipervariables. Las variantes funcionales que se pretende que se encuentren dentro del
alcance de la presente invencién tienen de al menos aproximadamente un 50 % a al menos aproximadamente un 99
%, preferentemente de al menos aproximadamente un 60 % a aproximadamente un 99 %, mas preferentemente de
al menos aproximadamente un 70 % a aproximadamente un 99 %, aun mas preferentemente de al menos
aproximadamente un 80 % a aproximadamente un 99 %, lo mas preferentemente de al menos aproximadamente un
90 % a aproximadamente un 99 %, en particular, de al menos aproximadamente un 95 % a aproximadamente un 99
%, y en particular de al menos un 97 % a al menos un 99 % de identidad y/u homologia de secuencia de
aminoacidos con las moléculas de union parentales tal como se definen en el presente documento. Pueden usarse
algoritmos informaticos, tales como, entre otros, Gap o Bestfit, conocidos para los expertos en la materia, para
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alinear de manera éptima secuencias de aminoacidos para compararlas y para definir restos de aminoacidos
similares o idénticos. Pueden obtenerse variantes funcionales alterando las moléculas de unién parentales o partes
de las mismas mediante métodos de biologia molecular conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitacién, PCR
propensa a errores, mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, mutagénesis de sitio dirigido y/o reordenamientos de
cadena pesada y/o ligera. En una realizacion, las variantes funcionales de la invencion tienen actividad neutralizante
contra virus de la gripe A del grupo 1 y del grupo 2, y/o virus de la gripe B. La actividad neutralizante puede ser
idéntica, o mayor o menor en comparacién con las moléculas de unién parentales. En lo sucesivo, cuando se
emplee el término molécula de unién (humana), este también abarca variantes funcionales de la molécula de unién
(humana). Se conocen en la técnica ensayos para verificar si una molécula de unién variante tiene actividad
neutralizante (véase WHO Manual on Animal Influenza Diagnosis and Surveillance, Ginebra: Organizacion Mundial
de la Salud, 2005 versién 2002.5).

En otro aspecto mas, la invencion incluye inmunoconjugados, es decir, moléculas que comprenden al menos una
molécula de unidn tal como se define en el presente documento y que ademas comprenden al menos un marcador,
tal como, entre otros, un resto/agente detectable. También se contemplan en la presente invencion mezclas de
inmunoconjugados de acuerdo con la invencién o mezclas de al menos un inmunoconjugado de acuerdo con la
invencién y otra molécula, tal como un agente terapéutico u otra molécula de unién o inmunoconjugado. En una
realizacién adicional, los inmunoconjugados de la invencion pueden comprender mas de un marcador. Estos
marcadores pueden ser iguales o distintos entre si y pueden unirse/conjugarse de manera no covalente a las
moléculas de unién. Los marcadores también pueden unirse/conjugarse conjuntamente a las moléculas de union
humanas mediante unién covalente. Como alternativa, los marcadores pueden unirse/conjugarse a las moléculas de
uniéon mediante uno o mas compuestos enlazadores. Las técnicas para conjugar marcadores a moléculas de union
son de sobra conocidas para el experto en la materia.

Los marcadores de los inmunoconjugados de la presente invencion pueden ser agentes terapéuticos, pero también
pueden ser restos/agentes detectables. Los marcadores adecuados en el tratamiento y/o prevenciéon pueden ser
toxinas o partes funcionales de las mismas, antibiéticos, enzimas, otras moléculas de unién que potencian la
fagocitosis o la estimulacion inmunitaria. Los inmunoconjugados que comprenden un agente detectable pueden
usarse de manera diagnéstica para, por ejemplo, evaluar si un sujeto se ha infectado con un virus de la gripe o para
controlar el desarrollo o la progresion de una infeccion por el virus de la gripe como parte de un procedimiento de
ensayo clinico para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Sin embargo, también
pueden usarse con otros fines de deteccion y/o analiticos y/o diagndsticos. Los restos/agentes detectables incluyen,
pero sin limitaciéon, enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radioactivos, metales emisores de positrones, e iones metalicos paramagnéticos no
radiactivos. Los marcadores usados para marcar las moléculas de uniéon con fines de deteccion y/o analiticos y/o
diagnosticos dependen de las técnicas y/o métodos de deteccidon/analisis/diagndstico especificos empleados, tales
como, entre otros, tincion inmunohistoquimica de muestras (de tejido), deteccidn por citometria de flujo, deteccion
citométrica de barrido laser, inmunoensayos de fluorescencia, ensayos inmunoadsorbentes acoplados a enzimas
(ELISA), radioinmunoensayos (RIA), bioensayos (por ejemplo, ensayos de fagocitosis), aplicaciones de transferencia
de Western, etc. Los marcadores adecuados para las técnicas y/o métodos de deteccidn/analisis/diagndstico
conocidos en la técnica se encuentran dentro del alcance del experto en la materia.

Ademas, las moléculas de unién humanas o los inmunoconjugados de la invencién también pueden unirse a
soportes solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos in vitro o para la purificacion de virus de la
gripe o fragmentos de los mismos. Dichos soportes solidos pueden ser porosos o0 no porosos, planares o no
planares. Las moléculas de unién de la presente invencion pueden fusionarse a secuencias marcadoras, tales como
un péptido para facilitar la purificacion. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, el marcador de hexa-histidina, el
marcador de hemaglutinina (HA), el marcador myc o el marcador flag. Como alternativa, puede conjugarse un
anticuerpo a un segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de anticuerpo. En otro aspecto, las moléculas
de union de la invencién pueden conjugarse/acoplarse a uno o mas antigenos. Preferentemente, estos antigenos
son antigenos reconocidos por el sistema inmunitario de un sujeto al que se administra el conjugado de molécula de
unién-antigeno. Los antigenos pueden ser idénticos, pero también pueden diferir entre si. Son de sobra conocidos
los métodos de conjugacién para acoplar antigenos y moléculas de unién e incluyen, pero sin limitacién, el uso de
agentes reticulantes. Las moléculas de union de la invencién se uniran a la HA del virus de la gripe y los antigenos
unidos a las moléculas de unién iniciaran un potente ataque de células T sobre el conjugado, que en Ultima instancia
dara lugar a la destruccion del virus de la gripe.

Después de producir inmunoconjugados quimicamente mediante conjugacion, directa o indirectamente, mediante,
por ejemplo, un enlazador, pueden producirse los inmunoconjugados en forma de proteinas de fusion que
comprenden las moléculas de unién de la invencion y un marcador adecuado. Las proteinas de fusiéon pueden
producirse mediante métodos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, de manera recombinante
construyendo moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican las moléculas
de unién en fase con secuencias de nucleétidos que codifican el marcador o los marcadores adecuados y después
expresando las moléculas de acido nucleico.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una molécula de acido nucleico que codifica al menos una
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molécula de unién, una variante funcional o un inmunoconjugado de acuerdo con la invencién. Dichas moléculas de
acido nucleico pueden usarse como intermedios con fines de clonacion, por ejemplo, en el proceso de maduracion
por afinidad, tal como se ha descrito anteriormente. En una realizacion preferida, las moléculas de acido nucleico
estan aisladas o purificadas.

El experto en la materia apreciara que también se pretende que las variantes funcionales de estas moléculas de
acido nucleico formen parte de la presente invencion. Las variantes funcionales son secuencias de acido nucleico
que pueden traducirse directamente, usando el cédigo genético convencional, para proporcionar una secuencia de
aminoacidos idéntica a aquella traducida a partir de las moléculas de acido nucleico parentales.

Preferentemente, las moléculas de acido nucleico codifican moléculas de unién que comprenden las regiones CDR
tal como se han descrito anteriormente. En una realizacion adicional, las moléculas de acido nucleico codifican
moléculas de unién que comprenden dos, tres, cuatro, cinco o incluso las seis regiones CDR de las moléculas de
union de la invencion.

En otra realizacién, las moléculas de acido nucleico codifican moléculas de unién que comprenden una cadena
pesada que comprende las secuencias de regiéon variable de cadena pesada descritas anteriormente. En otra
realizacion, las moléculas de acido nucleico codifican moléculas de unién que comprenden una cadena ligera que
comprende las secuencias de region variable de cadena ligera descritas anteriormente. Las secuencias de
nucleotidos y las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada y ligera de las moléculas
de union de la invencién se proporcionan mas adelante.

Otro aspecto de la invencion es proporcionar vectores, es decir, construcciones de acido nucleico, que comprenden
una o mas moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion. Los vectores pueden derivarse de
plasmidos, tales como, entre otros, F, R1, RP1, Col, pBR322, TOL, Ti, etc; césmidos; fagos, tales como lambda,
lambdoides, M13, Mu, P1, P22, QB, T-par, T-impar, T2, T4, T7, etc; virus de plantas. Los vectores pueden usarse
para la clonacién y/o la expresion de las moléculas de unién de la invencion y pueden incluso usarse con fines de
terapia génica. Los vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion
unidas operablemente a una o mas moléculas de acido nucleico reguladoras de la expresién también estan
abarcados por la presente invencion. La eleccion del vector depende de los procedimientos recombinantes seguidos
y del hospedador empleado. La introduccion de vectores en células hospedadoras puede efectuarse mediante, entre
otros, transfeccién con fosfato de calcio, infeccién virica, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfecciéon con
lipofectamina o electroporacion. Los vectores pueden tener replicacion auténoma o pueden replicarse junto con el
cromosoma en el que se han integrado. Preferentemente, los vectores contienen uno o mas marcadores de
seleccion. La eleccion de los marcadores puede depender de las células hospedadoras seleccionadas, aunque esto
no es critico para la invencion, como bien saben los expertos en la materia. Estos incluyen, pero sin limitacion,
kanamicina, neomicina, puromicina, higromicina, zeocina, el gen de timidina cinasa del virus Herpes simplex (HST-
TK), y el gen de dihidrofolato reductasa (dhfr) de ratén. También estan abarcados por la invencion los vectores que
comprenden una o mas moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de unién humanas tal como se han
descrito anteriormente unidos operablemente a una o mas moléculas de acido nucleico que codifican proteinas o
péptidos que pueden usarse para aislar las moléculas de union humanas. Estas proteinas o péptidos incluyen, pero
sin limitacién, glutation-S-transferasa, proteina de unién a maltosa, polihistidina de unién a metales, proteina
fluorescente verde, luciferasa y beta-galactosidasa.

Los hospedadores que contienen una o mas copias de los vectores mencionados anteriormente son un objeto
adicional de la presente invencidn. Preferentemente, los hospedadores son células hospedadoras. Las células
hospedadoras incluyen, pero sin limitacion, células de origen de mamifero, vegetal, de insecto, fungico o bacteriano.
Las células bacterianas incluyen, pero sin limitacion, células de bacterias Gram-positivas o de bacterias Gram-
negativas, tales como varias especies de los géneros Escherichia, tales como E. coli, y Pseudomonas. Del grupo de
las células fungicas, se usan preferentemente células de levadura. La expresion en levaduras puede lograrse
mediante el uso de cepas de levadura tales como, entre ofras, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y
Hansenula polymorpha. Ademas, pueden usarse como células hospedadoras células de insecto, tales como células
de Drosophila y Sf9. Aparte de esto, las células hospedadoras pueden ser células vegetales, tales como, entre otras,
células de plantas de cultivo, tales como plantas forestales, o células vegetales que proporcionan alimento y
materias primas, tales como plantas de cereal, o plantas medicinales, o células de plantas ornamentales, o células
de bulbos de flor. Las plantas o células vegetales transformadas (transgénicas) se producen mediante métodos
conocidos, por ejemplo, transferencia génica mediada por Agrobacterium, transformacion de discos foliares,
transformacion de protoplastos o mediante transferencia de ADN inducida por polietilenglicol, electroporacion,
sonicacion, microinyeccion o transferencia génica biolistica. Ademas, un sistema de expresion adecuado puede ser
un sistema de baculovirus. Los sistemas de expresion que usan células de mamifero, tales como células de ovario
de hamster chino (CHO), células COS, células BHK, células NSO o células de melanoma Bowes se prefieren en la
presente invencion. Las células de mamifero proporcionan proteinas expresadas con modificaciones
postraduccionales que son lo mas similares a las moléculas naturales de origen de mamifero. Ya que la presente
invencion trata acerca de moléculas que pueden tener que administrarse a seres humanos, podria ser
particularmente preferible un sistema de expresion completamente humano. Por lo tanto, incluso mas
preferentemente, las células hospedadoras son células humanas. Los ejemplos de células humanas son, entre
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otras, células HelLa, 911, AT 1080, A549, 293 y HEK293T. En realizaciones preferidas, las células productoras
humanas comprenden al menos una parte funcional de una secuencia de acido nucleico que codifica una region E1
de adenovirus en formato expresable. En realizaciones aun mas preferidas, dichas células hospedadoras proceden
de una retina humana y se inmortalizan con acidos nucleicos que comprenden secuencias E1 adenoviricas, tales
como células 911 o la linea celular depositada en la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC), CAMR,
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Gran Bretafia el 29 de febrero de 1996 con el numero 96022940 y comercializadas
con el nombre comercial PER.C6® (PER.C6 es una marca registrada de Crucell Holland B.V.). Para los fines de la
presente solicitud "células PER.C6" se refiere a las células depositadas con el nimero 96022940 o sus ancestros,
pases aguas arriba o aguas abajo, asi como descendientes de ancestros de células depositadas, asi como
derivados de cualquiera de las anteriores. La produccion de proteinas recombinantes en células hospedadoras
puede llevarse a cabo de acuerdo con meétodos de sobra conocidos en la técnica. El uso de las células
comercializadas con el nombre comercial PER.C6® como plataforma de produccién para proteinas de interés se ha
descrito en el documento WO 00/63403, cuya divulgacion se incorpora al presente documento por referencia en su
totalidad.

En otra realizacion mas, las moléculas de unién de la presente invencion también pueden producirse en mamiferos
transgénicos, no humanos, tales como, entre otros, conejos, cabras o vacas, y secretarse en, por ejemplo, la leche
de los mismos.

En ofra realizacion alternativa mas, las moléculas de union de acuerdo con la presente invencion pueden generarse
por mamiferos transgénicos no humanos, tales como, por ejemplo, ratones o conejos transgénicos que expresan
genes de inmunoglobulina humana. Preferentemente, los mamiferos transgénicos no humanos tienen un genoma
que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana que codifica la
totalidad o parte de las moléculas de unién humana tal como se han definido anteriormente. Los mamiferos
transgénicos no humanos pueden inmunizarse con una preparacion purificada o enriquecida del virus de la gripe o
un fragmento del mismo. Los protocolos para inmunizar mamiferos no humanos estan bien establecidos en la
técnica. Véase Using Antibodies: A Laboratory Manual, Editado por: E. Harlow, D. Lane (1998), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York y Current Protocols in Immunology, Editado por: J.E. Coligan, A.M.
Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W. Strober (2001), John Wiley & Sons Inc., Nueva York, cuyas
divulgaciones quedan incorporadas a la presente memoria por referencia. Los protocolos de inmunizacion con
frecuencia incluyen multiples inmunizaciones, con o sin adyuvantes, tales como adyuvante completo de Freund y
adyuvante incompleto de Freund, pero también pueden incluir inmunizaciones con ADN desnudo. En otra
realizacién, las moléculas de unién humanas se producen por células B, células plasmaticas y/o de memoria
derivadas de los animales transgénicos. En otra realizacién mas, las moléculas de unién humanas se producen por
hibridomas, que se preparan mediante la fusién de células B obtenidas de los mamiferos transgénicos no humanos
anteriormente descritos a células inmortalizadas. Las células B, células plasmaticas e hibridomas obtenibles de los
mamiferos no humanos transgénicos anteriormente descritos y las moléculas de union humanas obtenidas de los
mamiferos transgénicos no humanos, células B, células plasmaticas y/o de memoria e hibridomas también forman
parte de la presente invencion.

En otro aspecto mas, la invenciéon proporciona composiciones que comprenden al menos una molécula de unién,
preferentemente un anticuerpo monoclonal humano, de acuerdo con la invencién, al menos una variante funcional
del mismo, al menos un inmunoconjugado de acuerdo con la invencién y/o una combinacién de los mismos. Ademas
de esto, las composiciones pueden comprender, entre otras cosas, moléculas estabilizantes, tales como albumina o
polietilenglicol, o sales. Preferentemente, las sales usadas son sales que mantienen la actividad biologica deseada
de las moléculas de union y que no confieren efectos toxicos no deseados. En caso necesario, las moléculas de
uniéon humanas de la invencion pueden recubrirse sobre en o sobre un material para protegerlas de la accién de
acidos u otras condiciones naturales o no naturales que puedan inactivar las moléculas de unién.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona composiciones que comprenden al menos una molécula de acido
nucleico como se define en la presente invencion. Las composiciones pueden comprender soluciones acuosas, tales
como soluciones acuosas que contienen sales (por ejemplo, NaCl o sales como se han descrito anteriormente),
detergentes (por ejemplo, SDS) y/u otros componentes adecuados.

Ademas, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden al menos una molécula
de union, tal como un anticuerpo monoclonal humano de la invencion (o un fragmento funcional o variante del
mismo), al menos un inmunoconjugado de acuerdo con la invencién, al menos una composicion de acuerdo con la
invencién, o combinaciones de los mismos. La composiciéon farmacéutica de la invencion comprende ademas al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los excipientes farmacéuticamente aceptables son de sobra
conocidos para el experto en la materia. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la invenciéon puede
comprender ademas al menos otro agente terapéutico diferente. Los agentes adecuados también son de sobra
conocidos para el experto en la materia.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica de acuerdo con la invencidon comprende al menos una

molécula de unién adicional, es decir, la composicién farmacéutica puede ser un coctel o mezcla de moléculas de
union. La composicion farmacéutica puede comprender al menos dos moléculas de unién de acuerdo con la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 608 321 T3

invencion, o al menos una molécula de unién de acuerdo con la invenciéon y al menos una molécula de unién y/o
neutralizante del virus de la gripe adicional, tal como otro anticuerpo dirigido contra la proteina HA o contra otras
estructuras antigénicas presentes en los virus de la gripe, tales como M2. En otra realizacion, la molécula de union
adicional puede formularse para su administracién simultanea, separada o secuencial.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas pueden comprender dos o mas moléculas de union que tengan
actividad neutralizante contra los virus de la gripe A y/o los virus de la gripe B. En una realizacion, las moléculas de
union muestran una actividad neutralizante sinérgica, cuando se usan en combinacién. Tal como se usa en el
presente documento, el término "sinérgico” significa que el efecto combinado de las moléculas de union cuando se
usan en combinacién es mayor que sus efectos aditivos cuando se usan individualmente. Las moléculas de unién de
accion sinérgica pueden unirse a diferentes estructuras en los mismos fragmentos u otros distintos del virus de la
gripe. Una forma de calcular la sinergia es mediante el indice de combinacion. El concepto del indice de
combinacién (Cl) ha sido descrito por Chou y Talalay (1984). Las composiciones pueden comprender, por ejemplo,
una molécula de unién que tenga actividad neutralizante y una molécula de unién no neutralizante. Las moléculas de
unién no neutralizantes y neutralizantes también pueden actuar de manera sinérgica para neutralizar al virus de la

gripe.

En una realizacién, la composiciéon farmacéutica puede comprender al menos una molécula de unién de acuerdo con
la invencion y al menos una molécula de unidén neutralizante del virus de la gripe adicional. Las moléculas de union
en la composiciéon farmacéutica son preferentemente capaces de reaccionar con virus de la gripe de diferentes
subtipos. Las moléculas de unién deben ser de alta afinidad y deben tener una especificidad amplia.
Preferentemente, ambas moléculas de unién son moléculas con neutralizacion cruzada en tanto que cada una
neutraliza a virus de la gripe de diferentes subtipos. Ademas, preferentemente, neutralizan tantas cepas de cada uno
de los subtipos de virus de la gripe como sea posible.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién puede comprender ademas al menos un agente
terapéutico, profilactico y/o diagnéstico diferente. Preferentemente, la composicion farmacéutica comprende al
menos un agente profilactico y/o terapéutico diferente. Preferentemente, dichos agentes terapéuticos y/o
profilacticos adicionales son agentes capaces de prevenir y/o tratar una infeccion por el virus de la gripe y/o una
afeccion resultante de dicha infeccion. Los agentes terapéuticos y/o profilacticos incluyen, pero sin limitacion,
agentes antiviricos. Dichos agentes pueden ser moléculas de unidén, moléculas pequefias, compuestos organicos o
inorganicos, enzimas, secuencias de polinucledtidos, péptidos antiviricos, etc. Otros agentes que se usan
actualmente para tratar a pacientes infectados por los virus de la gripe son inhibidores de M2 (por ejemplo,
amantidina, rimantadina) y/o inhibidores de la neuraminidasa (por ejemplo, zanamavir, oseltamivir). Estos pueden
usarse en combinacion con las moléculas de unién de la invencion. "En combinacion" en el presente documento
significa simultdneamente, como formulaciones separadas, o como una sola formulacion combinada, o de acuerdo
con un régimen de administracion secuencial como formulaciones separadas, en cualquier orden. También pueden
usarse agentes capaces de prevenir y/o tratar una infeccion por el virus de la gripe y/o una afeccién resultante de
dicha infeccion que se encuentran en fase experimental como otros agentes terapéuticos y/o profilacticos utiles en la
presente invencion.

Las moléculas de unién o las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ensayarse en sistemas de
modelo animal adecuados antes de su uso en seres humanos. Dichos sistemas de modelo animal incluyen, pero sin
limitacion, raton, hurén y mono.

Tipicamente, las composiciones farmacéuticas tienen que ser estériles y estables en condiciones de fabricacion y
almacenamiento. Las moléculas de unién, inmunoconjugados, moléculas de acido nucleico o composiciones de la
presente invencion pueden estar en forma de polvo para su reconstitucion en el excipiente farmacéuticamente
aceptable adecuado antes o en el momento de su suministro. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas secado al vacio y
criodesecacion (liofilizacién) que producen un polvo del principio activo mas cualquier otro ingrediente adicional
deseado a partir de una solucion previamente esterilizada por filtraciéon del mismo.

Como alternativa, las moléculas de unién, inmunoconjugados, moléculas de acido nucleico o composiciones de la
presente invencion pueden estar en solucidon y el excipiente farmacéuticamente aceptable puede afiadirse y/o
mezclarse antes o en el momento de la administracion para proporcionar una forma inyectable de dosis unitaria.
Preferentemente, el excipiente farmacéuticamente aceptable usado en la presente invencién es adecuado para una
elevada concentracion de farmaco, puede mantener una fluidez adecuada y, en caso necesario, puede retrasar la
absorcion.

La eleccién de la ruta de administracion optima de las composiciones farmacéuticas estara influenciada por varios
factores, incluyendo las propiedades fisicoquimicas de las moléculas activas dentro de las composiciones, de la
urgencia de la situacion clinica y de la relacion de las concentraciones plasmaticas de las moléculas activas para el
efecto terapéutico deseado. Por ejemplo, en caso necesario, las moléculas de unidon de la presente invencion
pueden prepararse con vehiculos que las protegeran frente a la rapida liberacion, tal como una formulaciéon de
liberacion controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de administracion
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microencapsulados. Entre otros, pueden usarse polimeros biodegradables biocompatibles, tales como vinilacetato
de etileno, polianhidridos, &cido poliglicdlico, coldgeno, poliortoésteres, y acido polilactico. Ademas, puede ser
necesario recubrir las moléculas de unién con, o coadministrar las moléculas de unién con, un material o compuesto
que evite la inactivadion de las moléculas de unién humanas. Por ejemplo, las moléculas de unién pueden
administrarse a un sujeto en un vehiculo adecuado, por ejemplo, liposomas o un diluyente.

Las rutas de administracion pueden dividirse en dos categorias principales, administracién oral y parenteral. La ruta
de administracién preferida es intravenosa o por inhalacion.

Entre otras, las formas de dosificacién orales pueden formularse en forma de comprimidos, trociscos, pastillas para
chupar, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras, capsulas de
gelatina blanda, jarabes o elixires, pildoras, grageas, liquidos, geles, o suspensiones. Estas formulaciones pueden
contener excipientes farmacéuticos incluyendo, pero sin limitacién, diluyentes inertes, agentes granulantes y
disgregantes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, conservantes, agentes colorantes, aromatizantes o
edulcorantes, aceites vegetales o minerales, agentes humectantes, y agentes espesantes.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden formularse para administracion
parenteral. Entre otras cosas, las formulaciones para administracion parenteral pueden estar en forma de soluciones
0 suspensiones acuosas O no acuosas, isotdnicas, estériles para inyeccion o infusién. Las soluciones o
suspensiones pueden comprender agentes que no son téxicos para los receptores a las dosificaciones vy
concentraciones empleadas, tales como 1,3-butanodiol, solucion de Ringer, solucidon de Hank, solucion isoténica de
cloruro de sodio, aceites, acidos grasos, agentes anestésicos locales, conservantes, tampones, agentes
aumentadores de la viscosidad o la solubilidad, antioxidantes hidrosolubles, antioxidantes liposolubles y agentes
quelantes de metales.

En un aspecto adicional, las moléculas de unién, tales como los anticuerpos monoclonales humanos (fragmentos
funcionales y variantes de los mismos), inmunoconjugados, composiciones, o0 composiciones farmacéuticas de la
invencion pueden usarse como medicamento. Por lo tanto, un método de diagndstico, tratamiento y/o prevencion de
una infeccion por el virus de la gripe usando las moléculas de union, inmunoconjugados, composiciones, o
composiciones farmacéuticas de la invencién es otra parte de la presente invenciéon. Entre otras cosas, las
moléculas anteriormente mencionadas pueden usarse en el diagnoéstico, profilaxis, tratamiento, o una combinacion
de las mismas, de una infeccién por el virus de la gripe causada por virus de la gripe que comprenden HA de los
subtipos H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10 y/o H11. En una realizacién, las moléculas anteriormente
mencionadas también pueden usarse en el diagnéstico, profilaxis, tratamiento o una combinacién de los mismos de
una infeccién por el virus de la gripe causada por un virus de la gripe B. Estas son adecuadas para el tratamiento de
pacientes aun no tratados que padecen una infeccion por el virus de la gripe y pacientes que ya se han tratado o se
estan tratando para una infeccién por el virus de la gripe.

Las moléculas o composiciones anteriormente mencionadas pueden emplearse conjuntamente con otras moléculas
utiles en el diagnostico, profilaxis y/o tratamiento. Estas pueden usarse in vitro, ex vivo o in vivo. Por ejemplo, las
moléculas de unién, tales como anticuerpos monoclonales humanos (o variantes funcionales de los mismos),
inmunoconjugados, composiciones o composiciones farmacéuticas de la invencién pueden coadministrarse con una
vacuna contra el virus de la gripe (en caso de estar disponible). Como alternativa, también puede administrarse la
vacuna antes o después de la administracion de las moléculas de la invencion. En lugar de una vacuna, también
pueden emplearse agentes antiviricos conjuntamente con las moléculas de unién de la presente invencion. Los
agentes antiviricos adecuados se han mencionado anteriormente.

Las moléculas se formulan tipicamente en las composiciones y composiciones farmacéuticas de la invencion en una
cantidad terapéutica o diagnésticamente eficaz. Como alternativa, estas pueden formularse y administrarse por
separado. Por ejemplo, las otras moléculas, tales como los agentes antiviricos pueden aplicarse de manera
sistémica, mientras que las moléculas de union de la invencién pueden administrarse por via intravenosa.

El tratamiento puede estar dirigido a grupos de pacientes que son susceptibles a la infeccion por gripe. Dichos
grupos de pacientes incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, los ancianos (por ejemplo, = 50 afios de edad, = 60

afios de edad, y preferentemente 2 65 afios de edad), los jévenes (por ejemplo, < 5 afios de edad, < 1 afio de
edad), pacientes hospitalizados y pacientes ya infectados que se han tratado con un compuesto antivirico pero que
han mostrado una respuesta antivirica inadecuada.

Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta éptima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica). Un intervalo de dosificacion adecuado puede ser, por ejemplo, de 0,01-100 mg/kg de peso
corporal, preferentemente de 0,1-50 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 0,01-15 mg/kg de peso corporal.
Ademas, por ejemplo, puede administrarse un solo bolo, pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del
tiempo o puede reducirse o aumentarse la dosis proporcionalmente segun esté indicado por las exigencias de la
situacion terapéutica. Las moléculas y composiciones de acuerdo con la presente invencion son preferentemente
estériles. Los métodos para hacer que estas moléculas y composiciones sean estériles son de sobra conocidos en la
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técnica. Las otras moléculas utiles para el diagndstico, profilaxis y/o tratamiento pueden administrarse en un régimen
de dosificacion similar al propuesto para las moléculas de unién de la invenciéon. En caso de administrar las otras
moléculas por separado, pueden administrarse a un pacientes antes de (por ejemplo, 2 min, 5 min, 10 min, 15 min,
30 min, 45 min, 60 min, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16 horas, 18 horas, 20
horas, 22 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7 dias, 2 semanas, 4 semanas o0 6 semanas antes), de
manera concomitante con, o posteriormente a (por ejemplo, 2 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16 horas, 18 horas, 20 horas, 22 horas, 24 horas, 2
dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7 dias, 2 semanas, 4 semanas o 6 semanas después) de la administracion de una o mas
de las moléculas de union de las composiciones farmacéuticas de la invencion. Normalmente se deduce el régimen
de dosificacion exacto durante los ensayos clinicos en pacientes humanos.

Las moléculas de unidon humanas y las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de union
humanas son particularmente Uutiles, y a menudo preferidas, cuando se van a administrar a seres humanos como
agentes terapéuticos in vivo, ya que la respuesta inmune del receptor al anticuerpo administrado sera normalmente
sustancialmente menor que la ocasionada mediante la administracion de una molécula de unién monoclonal murina,
quimérica o humanizada.

En otro aspecto, la invenciéon se refiere al uso de moléculas de unién, tales como anticuerpos monoclonales
humanos neutralizantes (fragmentos funcionales y variantes de los mismos), inmunoconjugados, moléculas de acido
nucleico, composiciones o composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién en la preparacion de un
medicamento para el diagndstico, profilaxis, tratamiento, 0 una combinacion de las mismas, de una infeccién por el
virus de la gripe, en particular, una infeccién por el virus de la gripe causada por virus de la gripe que comprenden
HA de los subtipos H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, y/o H11 y/o de virus de la gripe B.

Aparte de esto, los kits que comprenden al menos una molécula de union tal como un anticuerpo monoclonal
humano neutralizante (fragmentos funcionales y variantes de los mismos), al menos un inmunoconjugado, al menos
una molécula de acido nucleico, al menos una composicién, al menos una composicién farmacéutica, al menos un
vector, al menos un hospedador de acuerdo con la invencién o una combinacién de los mismos forman también
parte de la presente invencion. Opcionalmente, los componentes anteriormente descritos de los kits de la invencion
estan envasados en recipientes adecuados y etiquetados para el diagndstico, profilaxis y/o tratamiento de las
afecciones indicadas. Los componentes anteriormente mencionados pueden almacenarse en recipientes mono o
multidosis en forma de una soluciéon acuosa, preferentemente estéril, o en forma de una formulacién liofilizada,
preferentemente estéril, para reconstitucién. Los recipientes pueden estar hechos de una diversidad de materiales,
tales como vidrio o plastico y pueden tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una
bolsa de disolucién intravenosa o un vial que tiene un detenedor perforable mediante una aguja de inyeccién
hipodérmica). El kit puede comprender ademas mas recipientes que comprenden un tampon farmacéuticamente
aceptable. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, medio de cultivo para uno o mas hospedadores
adecuados vy, posiblemente, incluso al menos otro agente terapéutico, profilactico o diagnéstico diferente. Puede
haber instrucciones asociadas con los kits que se incluyen rutinariamente en los envases comerciales de productos
terapéuticos, profilacticos o diagnésticos, que contienen informacién acerca de, por ejemplo, las indicaciones, uso,
dosificacién, fabricacion, administracion, contraindicaciones y/o advertencias relacionadas al uso de dichos
productos terapéuticos, profilacticos o diagndsticos.

Las moléculas de uniéon de acuerdo con la presente invencion también pueden usarse ventajosamente como un
agente diagndstico en un método in vitro para la deteccion del virus de la gripe. La invencion, por lo tanto, se refiere
ademas a un método para detectar al grupo filogenético 1 o al grupo filogenético 2 del virus de la gripe, o al virus de
la gripe de subtipo B en una muestra, en donde el método comprende las etapas de (a) poner en contacto una
muestra con una cantidad diagnésticamente eficaz de una molécula de unidn (fragmentos funcionales y variantes de
la misma) o un inmunoconjugado de acuerdo con la invencion, y (b) determinar si la molécula de unién o el
inmunoconjugado se une especificamente a una molécula de la muestra. La muestra puede ser una muestra
biolégica, incluyendo, pero sin limitacion, sangre, suero, heces, esputo, aspirados nasofaringeos, lavados
bronquiales, orina, tejido u otro material biolégico de sujetos (potencialmente) infectados, o una muestra no
bioldgica, tal como agua, bebida, etc. Los sujetos (potencialmente) infectados pueden ser sujetos humanos, pero
también animales que sean sospechosos de ser portadores del virus de la gripe a los que pueden realizarse pruebas
para detectar la presencia del virus usando las moléculas de unién humanas o los inmunoconjugados de la
invencion. La muestra puede manipularse en primer lugar para hacerla mas adecuada para el método de deteccion.
Manipulacién significa, entre otras cosas, tratar la muestra sospechosa de contener y/o que contiene el virus de tal
forma que el virus se desintegre en los componentes antigénicos, tales como proteinas, (poli)péptidos u otros
fragmentos antigénicos. Preferentemente, las moléculas de unién humanas o los inmunoconjugados de la invencion
se ponen en contacto con la muestra en condiciones que permitan la formacién de un complejo inmunolégico entre
las moléculas de uniéon humanas y el virus o los componentes antigénicos de los mismos que puedan estar
presentes en la muestra. La formacién de un complejo inmunolégico, en caso de haberlo, que indique la presencia
del virus en la muestra, se detecta y mide posteriormente por medios adecuados. Dichos métodos incluyen, entre
otras cosas, inmunoensayos de unién homogéneos y heterogéneos, tales como radioinmunoensayos (RIA), ELISA,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, FACS, BIACORE y analisis de transferencia de Western.
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Las técnicas de ensayo preferidas, especialmente para exploracion clinica a gran escala de sueros de paciente y
productos de la sangre son las técnicas de ELISA y de transferencia de Western. Se prefieren particularmente las
pruebas ELISA. Para su uso como reactivos en estos ensayos, las moléculas de unién o los inmunoconjugados de la
invencion estan convenientemente unidos a la superficie interior de pocillos de microtitulacion. Las moléculas de
union o los inmunoconjugados de la invencion pueden unirse directamente al pocillo de microtitulacion. Sin embargo,
puede lograrse la union maxima de las moléculas de unién o de los inmunoconjugados de la invencion a los pocillos
pretratando los pocillos con polilisina antes de la adicion de las moléculas de unién o de los inmunoconjugados de la
invencién. Ademas, las moléculas de union o los inmunoconjugados de la invencion pueden unirse covalentemente
por medios conocidos a los pocillos. En general, las moléculas de unién o los inmunoconjugados se usan a una
concentracion de 0,01 a 100 ug/ml para recubrimiento, aunque también pueden usarse tanto cantidades mayores
como menores. Después se afiaden las muestras a los pocillos recubiertos con las moléculas de unién o los
inmunoconjugados de la invencion.

Ademas, las moléculas de union de la invencion pueden usarse para identificar estructuras de unidn especificas del
virus de la gripe. Las estructuras de unidon pueden ser epitopos o proteinas y/o polipéptidos. Pueden ser lineales,
pero también pueden ser estructurales y/o conformacionales. En una realizacion, las estructuras de unién pueden
analizarse mediante analisis PEPSCAN (véanse, entre otros, los documentos WO 84/03564, WO 93/09872,
Slootstra et al., 1996). Como alternativa, puede explorarse una biblioteca de péptidos aleatoria que comprende
péptidos de una proteina del virus de la gripe en busca de péptidos capaces de unirse a las moléculas de unién de la
invencion.

La invencion se ilustra ademas en los siguientes ejemplos y figuras. Los ejemplos no pretenden limitar el alcance de
la invencion de modo alguno.

Ejemplos

Ejemplo 1 Construcciéon de bibliotecas de presentacion en fagos de scFv usando ARN extraido de células
mononucleares de sangre periférica

Se recogid sangre periférica de donantes sanos normales mediante venipuncion en tubos de muestra
anticoagulacion con EDTA. Las bibliotecas de presentacion de fagos de scFv se obtuvieron tal como se describe en
el documento WO 2008/028946, que se incorpora al presente documento por referencia. EI ARN se aislé de células
mononucleares de sangre periférica y se preparé el ADNc. Se aplicé una estrategia de amplificacion PCR en dos
rondas usando los conjuntos de cebadores mostrados en las tablas 1 y 2 para aislar las regiones VH y VL de
inmunoglobulina del repertorio de donante respectivo.

La primera ronda de amplificacién en el ADNc respectivo usando el conjunto de cebadores mencionado en la tabla 1
produjo 7, 6 y 9 productos de aproximadamente 650 pares de bases para, respectivamente, las regiones VH,
Vkappa y Vlambda. Para la amplificacion de la regién VH de IgM, se uso6 el cebador constante OCM en combinacion
con OH1 a OH7. El programa de ciclado térmico para la primera ronda de amplificaciones fue: 2 min 96 °C (etapa de
desnaturalizacién), 30 ciclos de 30 s 96 °C/ 30 s 60 °C/ 60 s 72 °C, 10 min 72 °C de elongacion final y refrigeracion a
6 °C. Los productos se cargaron sobre y se aislaron a partir de un gel de agarosa al 1% usando columnas de
extraccion de gel (Macherey Nagel) y se eluyeron en 50 pl de Tris-HCI 5 mM, pH 8.0. Se someti6é a un diez por
ciento de los productos de la primera ronda (de 3 a 5 pl) a una segunda ronda de amplificacién usando los
cebadores mencionados en la tabla 2. Estos cebadores se extendieron con sitios de restriccion que permitian la
clonacion direccional de las respectivas regiones VL y VH en el vector de presentacion de fago PDV-C06. El
programa PCR para la segunda ronda de amplificacion fue el siguiente: 2 min 96 °C (etapa de desnaturalizacién), 30
ciclos de 30 s 96 °C/ 30 s 60 °C/ 60 s 72 °C, 10 min 72 °C de elongacion final y refrigeracion a 6 °C. Los productos
de la segunda ronda (~350 pares de bases) se agruparon en primer lugar segun la aparicion natural de segmentos J
hallados en los productos génicos de inmunoglobulina, dando como resultado 7, 6 y 9 agrupaciones para,
respectivamente, las regiones VH, Vkappa y Vlambda variables (véanse las tablas 3 y 4). Para obtener una
distribucién normalizada de las secuencias de inmunoglobulina en la biblioteca inmunitaria, se mezclaron las
agrupaciones de 6 Vkappa y 9 Vlambda de cadena ligera segun los porcentajes mencionados en la tabla 3. Esta
agrupacion final de VL (3 pg) se digirié durante una noche con las enzimas de restriccion Sall y Notl, se cargaron en
y se aislaron a partir de un gel de agarosa al 1 % (~350 pares de bases) usando columnas de extraccion de gel de
Macherey Nagel y se ligaron en el vector PDV-C06 cortado con Sall-Notl (~5000 pares de bases) del modo
siguiente: 10 ul de vector PDV-C06 (50 ng/pl), 7 pl de inserto de VL (10 ng/ul), 5 pl de tampdn de ligamiento 10X
(NEB), 2,5 ADN ligasa T4 (400 U/ul) (NEB), 25,5 pl de agua ultrapura (la relacién de vector a inserto fue de 1:2). La
ligadura se llevd a cabo durante una noche en un bafio de agua a 16 °C. A continuacion, se duplicé el volumen con
agua, se extrajo con un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (75:24:1) (Invitrogen) seguido de
extraccion en cloroformo (Merck) y se precipitd con 1 ul de Pellet Paint (Novogen), 10 ul de acetato de sodio (3 M,
pH 5,0) y 100 ul de isopropanol durante 2 h a -20°C. Posteriormente se centrifugd la muestra obtenida a 20.000 x g
durante 30 min a 4°C. El precipitado obtenido se lavé con etanol al 70% y se centrifugd durante 10 min a 20.000 x g
a temperatura ambiente. El etanol se retird mediante aspiracién de vacio y el sedimento se secé al aire durante
varios minutos y después se disolvioé en 50 pl de tampén que contenia Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. Se usaron 2 ul de la
mezcla de ligadura para la transformaciéon de 40 pl de células TG-1 electro-competentes (Agilent) en una cubeta
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para electroporacion enfriada de 0,1 cm (Biorad) usando un aparato Genepulser Il (Biorad) ajustado a 1,7 kV, 200
Ohm, 25 pF (tiempo constante ~4,5 ms). Directamente después del pulso, se descargaron las bacterias de la cubeta
con 1000 pl de medio SOC (Invitrogen) que contenia glucosa al 5% (p/v) (Sigma) a 37°C y se transfirieron a un tubo
de cultivo de fondo redondo de 15 ml. Se usaron otros 500 pyl de SOC/glucosa para descargar las bacterias
residuales de la cubeta y se afadieron al tubo de cultivo. Las bacterias se recuperaron mediante cultivo durante
exactamente una hora a 37 °C en un incubador con agitacion a 220 rpm. Las bacterias transformadas se
emplacaron en grandes placas de Petri de 240 mm (NUNC) que contenian 150 ml de agar 2TY (bacto-triptona 16 g/l
bacto-extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, agar 15 g/l, pH 7,0) complementado con 50 pg/ml de ampicilina y
glucosa al 5 % (p/v) (Sigma). Se emplaco una dilucion de 1 a 1000 con fines de conteo en placas de Petri de 15 cm
que contenian el mismo medio. Se repitié secuencialmente este procedimiento de transformacion diez veces y se
emplaco el total de cada transformacion en una placa de Petri cuadrada individual y se cultivé durante una noche en
una estufa de cultivo a 37 °C. Tipicamente, se obtuvieron aproximadamente 1 x 10" ufc (1 x 10° por placa de Petri)
usando el protocolo anterior. La biblioteca de cadena ligera VL intermedia se recogié de las bacterias raspando
suavemente las bacterias en 10 ml de medio 2TY por placa. Se determiné la masa celular mediante medicion de la
DOG600 y dos veces se usoé la DO 500 de bacterias para la preparacion de ADN maxi plasmido usando dos columnas
maxiprep P500 (Macherey Nager) segun las instrucciones del fabricante.

De manera andloga a las regiones variables VL, los productos de VH-JH de la segunda ronda se mezclaron en
primer lugar entre si para obtener la distribucion de uso normal del segmento J (véase la tabla 4), dando como
resultado 7 subgrupos de VH denominados PH1 a PH7. Se mezclaron las agrupaciones para adquirir una
distribucion de secuencia normalizada usando los porcentajes ilustrados en la tabla 4, obteniendo una fracciéon de
VH que se digirid con las enzimas de restriccion Sfil y Xhol y se ligaron en la biblioteca intermedia de PDV-VL
cortada con Sfil-Xhol obtenida tal como se ha descrito anteriormente. La configuracion de la ligadura, el método de
purificacion, la posterior transformacion de TG1 y la recogida de bacterias fue esencialmente como se ha descrito
para la biblioteca intermedia de VL (véase lo anterior) con la excepcion de que se usaron 20 transformaciones y 20
placas de Petri cuadradas. Se comprob¢ la biblioteca final (aproximadamente 1 x 107 ufc) respecto de la frecuencia
del inserto con una PCR para colonias usando un conjunto de cebadores que flanquea a las regiones VH-VL
insertadas. El 90 % de las colonias mostré un inserto de longitud correcta. Los productos de la PCR para colonias se
usaron para el posterior analisis de secuencia de ADN para comprobar la variacién de secuencia y para evaluar el
porcentaje de colonias que mostraban un ORF completo. Este fue del 76 %. Finalmente, se rescato la biblioteca y se
amplific6 mediante el uso de fagos colaboradores CT (véase el documento WO 02/103012) y se us6 para la
seleccion de anticuerpo de fago mediante métodos de paneo como se describen mas adelante.

Ejemplo 2

Seleccion de fagos que portan fragmentos Fv monocatenarios contra hemaglutinina de la gripe Ay de la gripe B

Los fragmentos de fago se seleccionaron usando bibliotecas de presentacion en fagos construidas esencialmente
como se ha descrito anteriormente y la tecnologia de presentacion en fagos general y la tecnologia MABSTRACT®,
esencialmente como se describe en la Patente de los Estados Unidos n.° 6.265.150 y en el documento WO
98/15833 (incorporandose ambos por referencia al presente documento). Ademas, se usaron en la presente
invencion los métodos y los fagos colaboradores tal como se describe en el documento WO 02/103012 (que se
incorpora al presente documento por referencia).

La seleccion se efectud contra hemaglutinina (HA) recombinante de la gripe A del subtipo H1 (A/New
Caledonia/20/99), H3 (A/Wisconsin/67/2005), H4 (A/Duck/Hong Kong/24/1976), H5 (A/Chicken/Vietnam/28/2003),
H7 (A/Netherlands/219/2003) y H9 (/_-r‘:n/HongKong/1073/99). Los antigenos de HA se diluyeron en PBS (5,0 yg/ml), se
afiadieron a inmunotubos MaxiSorp  (Nunc) y se incubaron durante una noche a 4°C en una rueda rotatoria. Los
inmunotubos se vaciaron y lavaron tres veces en tampdn de bloqueo (leche deshidratada desgrasada al 2 % (ELK)
en PBS). Posteriormente, se cargaron completamente los inmunotubos con tampén de bloqueo y se incubaron
durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Se bloquearon alicuotas de la biblioteca de presentacién en fagos (500-
1000 pl, 0,5 x 101 x 10" ufc, amplificadas con fago colaborador CT (véase el documento WO 02/103012)) en
tampdn de bloqueo complementado con suero fetal bovino al 10% no inactivado por calor y suero de ratéon al 2 %
durante 1-2 h a temperatura ambiente. La biblioteca de fago bloqueada se afhadié a los inmunotubos, se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente, y se lavé con tampén de lavado (Tween-20 al 0,05 % (v/v) en PBS) para
retirar los fagos no unidos. Los fagos unidos se eluyeron del antigeno respectivo mediante incubacién con 1 ml de
trietilamina (TEA) 100 mM durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se mezclaron los fagos eluidos
con 0,5 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,5, para neutralizar el pH. Esta mezcla se usé para infectar 5 ml de un cultivo de E.
coli XL1-Blue que se habia cultivado a 37°C hasta una DO 600 nm de aproximadamente 0.3. Se dej6é que los fagos
infectasen a las bacterias XL1-Blue durante 30 min a 37 °C. Después, se centrifugd la mezcla durante 10 min a 3000
X g a temperatura ambiente y se resuspendio el sedimento bacteriano en 0,5 ml de medio de extracto de levadura 2-
triptona (2TY). La suspension bacteriana obtenida se dividié en dos placas de agar de 2TY complementadas con
tetraciclina, ampicilina y glucosa. Después de la incubacion de las placas una noche a 37 °C, se rasparon las
colonias de las placas y se usaron para preparar una biblioteca de fago enriquecida, esencialmente del modo
descrito por De Kruif et al. (1995) y en el documento WO 02/103012. Brevemente, se usaron las bacterias raspadas
para inocular el medio 2TY que contenia ampicilina, tetraciclina y glucosa y se cultivaron a una temperatura de 37 °C
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hasta una DO 600 nm de ~0,3. Se afadieron fagos auxiliares CT y se dejaron infectar las bacterias, tras lo cual se
cambié el medio a 2TY que contenia ampicilina, tetraciclina y kanamicina. Se continué la incubacién durante una
noche a 30 °C. Al dia siguiente, se retiraron las bacterias del medio 2TY mediante centrifugacion, tras lo cual se
precipitaron los fagos en el medio usando polietilenglicol (PEG) 6000/NaCl. Finalmente, se disolvieron los fagos en 2
ml de PBS con albumina sérica bovina (BSA) al 1 %, se esterilizaron por filtracion y se usaron para la ronda de
seleccién siguiente. La segunda ronda de seleccion se lleva a cabo en el mismo subtipo de HA y/o en HA de un
subtipo diferente.

Se efectuaron dos rondas de selecciones consecutivas antes del aislamiento de los anticuerpos de fago
monocatenarios individuales. Después de la segunda ronda de seleccion, se usaron colonias de E. coli individuales
para preparar anticuerpos de fago monoclonales. Esencialmente, se cultivaron las colonias individuales hasta fase
logaritmica en un formato de placa de 96 pocillos con fagos colaboradores VCS-M13, tras lo cual se dejé que se
produjera la produccion de anticuerpo de fago. Se analizé la secuencia de los fagémidos y se usaron fagémidos
totalmente Unicos para ensayos posteriores. Se usaron los sobrenadantes que contenian anticuerpos de fago
directamente en el ELISA para la union a los antigenos de HA. Como alternativa, los anticuerpos de fago se
precipitaron con PEG/NaCl y se esterilizaron por filtracion para analisis tanto ELISA como por citometria de flujo.

Ejemplo 3

Validacion de los anticuerpos de fago monocatenarios especificos para HA

Los sobrenadantes seleccionados que contenian anticuerpos de fago monocatenarios que se obtuvieron en las
exploraciones descritas anteriormente fueron validados en ELISA respecto de su especificidad, es decir, union a
™

diferentes antigenos de HA. Para este fin, se recubrieron placas para ELISA Maxisorp con H1 (A/New
Caledonia/20/99), H3 (A/Wisconsin/67/2005), H5 (A/Vietnam/1203/04) H7 (A/Netherlands/219/2003), y B
(B/Ohio/01/2005) HA expresadas en baculovirus (Protein Sciences, CT, EE.UU.). Después del recubrimiento, se
lavaron las placas tres veces con PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % v/v y se bloquearon en PBS que contenia
BSA al 3 % o ELK al 2 % durante 1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos de fago monocatenarios
seleccionados se incubaron durante 1 h en un volumen igual de PBS que contenia ELK al 4 % para obtener
anticuerpos de fago bloqueados. Se vaciaron las placas, se lavaron tres veces con PBS/Tween-20 al 0,1 % y se
afiadieron los anticuerpos de fago monocatenarios bloqueados a los pocillos. Se dejé que se avanzase la incubacion
durante una hora, se lavaron las placas con PBS/Tween-20 al 0,1 % y los anticuerpos de fago unidos se detectaron
(usando la medicion de la DO a 492 nm) usando un anticuerpo anti-M13 conjugado a peroxidasa. Como control, se
llevd a cabo el procedimiento de manera simultanea sin un anticuerpo de fago monocatenario y con un anticuerpo de
fago monocatenario de control negativo no relacionado. A partir de las selecciones de los diferentes antigenos de
HA con las bibliotecas de fago, se obtuvieron 13 anticuerpos de fago monocatenarios que se unen de manera
especifica al virus de la gripe A H1, H3, H5, H7 y del virus de la gripe B (SC09-003, SC09-004, SC09-005, SC09-
006, SC09-007, SC09-008, SC09-009, SC09-010, SC09-011, SC09-030, SC09-112, SC09-113 y SC09-114). Véase
la tabla 5.

Como alternativa, los anticuerpos de fago precipitados con PEG/NaCl y esterilizados por filtracion se usaron para
validad la union y la especificidad mediante analisis FACS. Para este fin, se expresaron las HA de los subtipos H1
(A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisonsin/67/2005) y H7 (A/Netherlands/219/2003) de gripe A recombinantes de
longitud completa en la superficie de células PER.C6. Las células se incubaron con anticuerpos de fago
monocatenarios durante 1 h seguido de tres etapas de lavado con PBS+BSA al 0,1%. Los fagos unidos de
detectaron usando el anticuerpo M13 conjugado a FITC. A partir de las selecciones de los diferentes antigenos de
HA con las bibliotecas de fago, se hallaron 14 anticuerpos de fago monocatenarios que se unen especificamente a
HA de los subtipos H1, H3 y H7 de gripe A (SC09-003, SC09-004, SC09-005, SC09-006, SC09-007, SC09-008,
SC09-009. SC09-010, SC09-011, SC09-012, SC09-030, SC09-112, SC09-113 y SC09-114). Véase la tabla 6.

Todos los 16 anticuerpos de fago, SC09-003, SC09-004, SC09-005, SC09-006, SC09-007, SC09-008, SC09-009.
SC09-010, SC09-011, SC09-012, SC09-029, SC09-030, SC09-031, SC09-112, SC09-113 y SC09-114, se usaron
para la construccion de inmunoglobulinas completamente humanas.

Ejemplo 4

Construccién de moléculas de inmunoglobulina completamente humanas (anticuerpos monoclonales humanos) a
partir de los Fv monocatenarios seleccionados

A partir de los anticuerpos de fago monocatenarios (scFv) especificos seleccionados, se obtuvieron clones de ADN
plasmidico y se determinaron las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de acuerdo con técnicas
convencionales. Se clonaron las regiones variables de cadena pesada y ligera de los scFv directamente mediante
digestion de restriccion para la expresion en los vectores de expresion de IgG plg-C911-HCgamma1 (véase la SEQ
ID NO: 175), plG-C909-Ckappa (véase la SEQ ID NO: 176), o plg-C910-Clambda (véase la SEQ ID NO: 177). Se
determiné la identidad génica de VH y VL (véase Tomlinson IM et al. V-BASE Sequence Directory. Cambridge,
Reino Unido: MRC Centre for Protein Engineering (1997)) de los scFv (véase la tabla 7).
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Se verificaron las secuencias de nucledtidos para todas las construcciones segun técnicas convencionales
conocidas para el experto en la materia. Las construcciones de expresién resultantes que codifican las cadenas
pesadas y ligeras de IgG1 se expresaron de manera transitoria en combinacion en células 293T y se obtuvieron
sobrenadantes que contenian anticuerpos IgG1 humanos y se produjeron usando procedimientos de purificacion
convencionales.

La secuencia de aminoacidos de las CDR de las cadenas pesada y ligera de las moléculas de inmunoglobulina
seleccionadas se proporcionan en la tabla 7.

El numero de diferencias de aminoacidos y el % de identidad de todos los dominios variables de las cadenas pesada
y ligera se proporcionan en la tabla 8.

Ejemplo 5

Reactividad de union cruzada de las IgG

Un panel de cinco de los anticuerpos IgG descritos anteriormente, CR9005, CR9030, CR9112, CR9113 y CR9114,
se validé en ELISA respecto de su especificidaﬂcﬂi de union, es decir, union a diferentes antigenos de HA. Para este
fin, se recubrieron placas para ELISA Maxisorp con H1 (A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisconsin/67/2005), H5
(A/Vietnam/1203/04) H7 (A/Netherlands/219/2003) y H9 (A/HongKong/1073/99) HA expresadas en baculovirus
(Protein Sciences, CT, EE.UU.). Después del recubrimiento, se lavaron las placas tres veces con PBS que contenia
Tween-20 al 0,1 % v/v y se bloquearon en PBS que contenia BSA al 3 % o ELK al 2 % durante 1 h a temperatura
ambiente. Se vaciaron las placas, se lavaron tres veces con PBS/Tween-20 al 0,1 % y se afadieron los anticuerpos
IgG a los pocillos. Se dejé que se avanzase la incubacion durante una hora, se lavaron las placas con PBS/Tween-
20 al 0,1 % y los anticuerpos unidos se detectaron (usando la medicién de la DO a 492 nm) usando un anticuerpo
anti-lgG humana conjugado a peroxidasa. Como control, se usé una IgG CR4098 no relacionada.

Se demostré que CR9005, CR9030, CR9112, CR9113 y CR9114 tienen actividad de unidon cruzada heterosubtipica
para todas las HA recombinantes ensayadas. Véase la tabla 9.

Ademas, se usaron los anticuerpos seleccionados para ensayar la unidén heterosubtipica mediante analisis FACS.
Para este fin, se expresaron las HA de los subtipos H1 (A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisonsin/67/2005) y H7
(A/Netherlands/219/2003) de gripe A recombinantes de longitud completa en la superficie de células PER.C6. Las
células se incubaron con anticuerpos IgG durante 1 h seguido de tres etapas de lavado con PBS+BSA al 0,1%. Los
anticuerpos unidos se detectaron usando anticuerpo anti-humano conjugado a PE. Como control, se usaron células
PER.C6 no transfectadas. CR9005, CR9030, CR9112, CR9113 y CR9114 muestran actividad de unién cruzada a los
subtipos H1, H3 y H7 de HA de gripe A pero no a las células PER.C6 de tipo silvestre. Véase la tabla 9.

Ejemplo 6

Actividad de neutralizacion cruzada de las 1gG

Para determinar si las IgG seleccionadas eran capaces de bloquear multiples cepas de gripe A, se llevaron a cabo
ensayos de neutralizacion de virus in vitro (VNA) adicionales. Los VNA se llevaron a cabo en células MDCK (ATCC
CCL-34). Las células MDCK se cultivaron en medio de cultivo para células MDCK (medio MEM complementado con
antibidticos, Hepes 20 mM y bicarbonato de sodio al 0,15 % (p/v) (medio MEM completo), complementado con suero
fetal bovino al 10 %(v/v). Las cepas de H1 (A/WSN/33, A/New Caledonia/20/1999, A/Solomon Islands/IVR-145
(reorganizante de alto crecimiento de A/Solomon Islands/3/2006), A/Brisbane/59/2007, A/NYMC/X-181
(reorganizante de alto crecimiento de A/California/07/2009), H2 (A/Env/IMPU3156/05), H3 (A/Hong Kong/1/68,
A/Johannesburg/33/94, A/Panama/2000/1999, A/Hiroshima/52/2005, A/Wisconsin/67/2005 and A/Brisbane/10/2007),
H4 (A/WF/HK/MPA892/06), H5 (PR8-H5N1-HK97 (6:2 reorganizante de A/Hong Kong/156/97 and A/PR/8/34) y
A/Eurasian Wigeon/MPF461/07), H6 (A/Eurasian Wigeon/MPD411/07), H7 (NIBRG-60 (6:2 reorganizante de
A/Mallard/Netherlands/12/2000) and PR8-H7N7-NY (7:1 reorganizante de A/New York/107/2003 (H7N7) y
A/PR/8/34)), H8 (A/Eurasian Wigeon/MPH571/08) H9 (A/Hong Kong/1073/99 y A/Chick/HK/SSP176/09), H10
(A/Chick/Germany/N/49) y H14 (PR8-H14N5 (6:2 reorganizante de A/mallard/Astrakhan/263/1982 (H14N5) and
A/PR/8/34)) que se usaron en el ensayo se diluyeron a un titulo de 5,7 x 10° TCID50/ml (50% de la dosis infecciosa
para cultivo de tejidos por ml), calculandose el titulo segun el método de Speaman y Karber. Las preparaciones de
IgG (200 pg/ml) se diluyeron en serie 2 veces (1:2 - 1:512) en medio MEM completo en pocillos cuadruplicados. Se
mezclaron 25 pl de la respectiva diluciéon de 1gG con 25 ul de suspension de virus (100 TCID50/25 pl) y se incubd
durante una hora a 37°C. Después se transfirid la suspension por cuadruplicado a placas de 96 pocillos que
contenian cultivos confluentes de MDCK en 50 pl de medio MEM completo. Antes de su uso, se sembraron las
células MDCK a 3 x 10* células por pocillo en medio de cultivo celular para MDCK, se cultivaron hasta que las
células alcanzaron la confluencia, se lavaron con 300-350 uyl de PBS, pH 7,4 y finalmente se afiadieron 50 pl de
medio MEM completo a cada pocillo. Las células inoculadas se cultivaron durante 3-4 dias a 37°C y se observaron a
diario respecto del desarrollo de efectos citopatoldgicos (CPE). EI CPE se comparé con el control positivo.
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CR9005, CR9112, CR9113 y CR9114 muestran actividad de neutralizacion cruzada heterosubtipica contra cepas
representativas de todos los subtipos ensayados de gripe A de H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9 y H10. Véase la
tabla 10.

Ejemplo 7

Los anticuerpos pan-gripe se unen a la conformacién pre-fusion de HA

Para determinar si las IgG seleccionadas eran capaces de unirse a la conformacion pre- o post-fusion de la molécula
de HA, se llevd a cabo un experimento de cambio de pH in vitro. Para este fin, se expresaron los subtipos
recombinantes de longitud completa de H1 (A/New Caledonia/20/99), H3 (A/Wisonsin/67/2005), H5
(A/Vietnam/1203/04), H7 (A/Netherlands/219/03) y H9 (A/Hong Kong/1073/99) de HA de gripe A recombinante en la
superficie de células PER.C6. Para medir la union de mAb a diferentes conformaciones estructurales de HA, se
desprendieron las células del soporte plastico usando PBS-EDTA y posteriormente se trataron con tripsina

(TrprETMSeIect, Gibco) durante 5 min a TA, se lavaron (BSA al 1% en PBS) y se incubaron durante 15 min en
tampon de acido citrico-fosfato sédico (pH 4,9). Se apartaron muestras de células después de cada etapa de
procesamiento (sin tripsinizar/HAOQ; tripsinizadas/HA1-HA2; pH 4,9/HA de fusion) y se incubaron fracciones de cada
tratamiento con mAb CR9114 durante 1 hora. Entonces se incubaron las células durante 30 min con IgG anti-
humano conjugada a ficoeritrina (Southern Biotech) en BSA al 1 %. Las células tefiidas se analizaron usando un
FACS Canto con el programa informatico FACS Diva (Becton Dickinson). La union de FACS de las IgG1 a HA
expresada en la superficie se produjo después del tratamiento secuencial con tripsina y medio tamponado a pH 4,9y
se expresd como porcentaje de unién a HA no tratado (A). Véase la figura 1A.

El anticuerpo CR9114 muestra una reduccion marcada en la unién después del cambio de pH, lo que indica
especificidad por un epitopo presente Unicamente antes del cambio conformacional inducido por bajo pH de la
molécula de HA.

Como alternativa, para ensayar si las IgG pueden bloquear el cambio conformacional inducido por bajo pH de la HA,
se afiadio el anticuerpo CR9117 antes de la etapa de bajo pH. Se separaron muestras de tratamientos consecutivos
y se tifieron con IgG anti-humano conjugada a ficoeritrina (Southern Biotech). Las células tefiidas se analizaron
usando un FACS Canto con el programa informatico FACS Diva (Becton Dickinson). Véase la fig. 1B. El anticuerpo
CR9114 muestra un alto nivel de unién residual a las diversas HA después del cambio de pH, lo que indica que
cuando estos anticuerpos se unen a la molécula de HA, no se produce el cambio conformacional inducido por bajo
pH.

Ejemplo 8

Mediciones de afinidad de Fab en diversas HA de gripe Ay B.

Se adquirieron HA solubles recombinante de A/New Caledonia/20/1999 (H1), A/Brisbane/59/2007 (H1),
A/Wisconsin/67/2005 (H3), A/Brisbane/10/2007 (H3, B/Florida/4/2006 (B), B/Brisbane/60/2008 (B) vy
B/Malaysia/2506/2004 (B) producida usando vectores baculoviricos en células de insecto a través de Protein
Sciences Corpo (CT, EE.UU.) y se biotinilaron a temperatura ambiente (TA) durante 40 min usando EZ-link sulfo-
NHS-LC-LC-biotina (Pierce). Se llevé a cabo la etapa de intercambio de tampén a PBS usando filtros para
centrifugaciéon Amicon Ultra de 0,5 ml (Millipore). La HA biotinilada se unié a sensores de estreptavidina a 37 °C
durante 1200 segundos. La asociacion del fragmento Fab de CR9005, CR9112, CR9113 y CR9114 a HA se midi6
en Octet QK (ForteBio) durante 700 segundos a 37 °C exponiendo los sensores a 100 nM de anticuerpo en tampdn
cinético 1x (ForteBio). La disociacion de los fragmentos Fab se evaludé exponiendo los sensores a tampodn cinético 1x
durante 9000 segundos a 37 °C. Los fragmentos Fab de CR9005, CR9112, CR9113 y CR9114 se unen con
afinidades de micro a picomolares a H1, H3 y a HA de gripe B.

Ejemplo 9

Competicion por la unién con otros anticuerpos de unién al tallo

Se adquirieron HA solubles recombinantes de A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) y A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)
producidas usando vectores baculoviricos en células de insecto a través de Protein Sciences Corp (CT, EE.UU.) y
se biotinilaron a temperatura ambiente (TA) durante 40 min usando EZ-link sulfo-NHS-LC-LC-biotina (Pierce). Se
llevd a cabo la etapa de intercambio de tampdn a PBS usando filtros para centrifugacion Amicon Ultra de 0,5 ml
(Millipore). La HA biotinilada se uni6 a sensores de estreptavidina a 37 °C durante 1200 segundos. La asociacion de
los anticuerpos CR9114 y CR6261 a HA H1 se midi6 en Octet QK (ForteBio) durante 700 segundos a 37 °C
exponiendo los sensores a 100 nM de anticuerpo en tampén cinético 1x (ForteBio) tras lo cual se evalu6 el grado de
unién adicional exponiendo los sensores a un segundo anticuerpo (100 nM en tampdn cinético 1x) en presencia del
primer anticuerpo (100 nM) durante 700 segundos a 37 °C. Como control, se emple6 el mAb CR9020, que se une a
la cabeza globular de H1. La asociacion de los anticuerpos CR9114 y CR8020 a HA H3 se midi6 en Octet QK
(ForteBio) durante 900 segundos a 37 °C exponiendo los sensores a 100 nM de anticuerpo en tampén cinético 1x
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(ForteBio) tras lo cual se evalué el grado de unién adicional exponiendo los sensores a un segundo anticuerpo (100
nM en tampédn cinético 1x) en presencia del primer anticuerpo (100 nM) durante 900 segundos a 37 °C. Como
control, se emple6 el mAb CR8057, que se une a la cabeza globular de H3.

CR9114 compite por la unién a HA H1 con CR6261 y a HA H3 con CR8020. Por lo tanto, CR9114 se une
probablemente a un epitopo solapante con los dos epitopos de CR6261 y CR8020 en la region de tallo de HA.
(Veéase la fig. 2).

Ejemplo 10

Actividad profilactica del anticuerpo monoclonal de IgG CR9114 contra la exposicion letal a gripe B in vivo

Se llevé a cabo un estudio para probar el efecto profilactico del anticuerpo monoclonal CR9114 contra una
exposicion letal con virus de la gripe B in vivo. Se ensay6 el mAb CR9114 respecto de su eficacia profilactica en un
modelo de ratén de exposicion letal con el virus de la gripe B/Florida/04/2006 adaptado a ratén (Central Veterinary
Institute (CVI), Lelystad, Paises Bajos). Se adapto el virus B/Florida/04/2006 a los ratones después de 5 pases de
pulmén a pulmén. El virus del pase 5 de gripe B adaptado a raton se propagé en huevos de pollo embrionados en el
laboratorio del CVI. Todos los ratones (Balb/c, hembras, 6-8 semanas de edad, n=10 por grupo) se aclimataron y
mantuvieron durante un periodo de al menos 4 dias antes del inicio del experimento. Se dosificé el mAb CR9114 a
15 mg/kg por via intravenosa en la vena caudal (vena coccygeus) en el dia -1 antes de la exposicion, asumiendo un
peso medio de 18 g por raton y un volumen de dosis fijo de 0,2 ml. Al grupo de control se le dosificé con control de
vehiculo. Después se expuso a los ratones en el dia 0 con 25 DLsg de virus de la gripe B B/Florida/04/2006 mediante
inoculacion intranasal. Se determinaron a diario los signos clinicos y los pesos corporales desde el dia -1 antes de la
exposicion hasta el dia 8. Los signos clinicos se puntuaron con un sistema de puntuacién (O=sin signos clinicos;
1=pelo duro; 2=pelo duro, menos reactivo durante la manipulacién; 3=pelo duro, enroscado, dificultad respiratoria,
menos reactivo durante la manipulacion; 4=pelo duro, enroscado, dificultad respiratoria, respuesta inactiva a
manipulaciones). Con una puntuacioén de 4, se eutanasio al animal.

Todos los ratones permanecieron activos y parecian sanos, sin mostrar signos de enfermedad durante el periodo de
aclimatacion. La fig. 3A muestra la tasa de supervivencia de los ratones, después de la administracion del mAb. Los
ratones a los que se dosificaron 15 mg/kg de mAb CR9114 mostraron una tasa de supervivencia del 100 %,
mientras que del grupo de mAb de control, sobrevivié el 50 %.

En la figura 3B se muestra el cambio medio de peso corporal de los ratones durante el periodo de estudio de 8 dias
después de la administracion del mAb. En el grupo de mAb CR9114, los ratones no perdieron peso durante el
periodo de estudio de 8 dias, mientras que en el grupo de control de vehiculo se observé pérdida de peso. La
mediana de las puntuaciones clinicas de los ratones se muestran en la fig. 3C. De os ratones tratados con 15 mg/kg
de mAb CR9114 en el dia -1 antes de la exposicion, todos sobrevivieron y ninguno de los animales mostré signos
clinicos durante el periodo de observacién (desde el dia 0 hasta el dia 8 después de la infeccion). Estos resultados
demuestran que el anticuerpo humano anti-gripe CR9114, identificado y desarrollado del modo descrito en el
presente documento, es capaz de proporcionar proteccidon contra una dosis letal de virus de la gripe B in vivo.
Cuando se administra un dia antes de la infeccién a una dosis de 15 mg/kg o mayor, el mAb CR9114 fue capaz de
prevenir completamente la manifestacion clinica de la infeccion por gripe B en ratones.

Tabla 1. Primera ronda de amplificaciones de Vkappa, Vlambda y VH

Nombre del cebador | Secuencia de nucleétidos del cebador SEQ ID NO:
OK1 (HuVK1B) GAC ATC CAGWTG ACC CAG TCT CC 65
OK2 (HuVK2) GAT GTT GTG ATGACT CAGTCT CC 66
OK3 (HuVK2B2) GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CC 67
OK4 (HuVK3B) GAA ATT GTG WTG ACR CAG TCT CC 68
OK5 (HuVKS5) GAA ACG ACACTCACGCAGTCTCC 69
OK6 (HuVK®6) GAA ATT GTG CTG ACT CAG TCT CC 70
OCK (HuCK) ACACTC TCCCCTGTTGAAGCTCTT | 71
OL1 (HuVL1A)* CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCACC 72
OL1 (HuVL1B)* CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG CC 73
OL1 (HuVLIC)* CAG TCTGTC GTGACGCAGCCGCC |74
OL2 (HuVL2B) CAG TCT GCC CTG ACT CAG CC 75
OL3 (HuVL3A) TCC TAT GWG CTG ACT CAG CCA CC 76
OL4 (HuVL3B) TCT TCT GAG CTG ACT CAG GAC CC 77
OL5 (HuVL4B) CAG CYT GTG CTG ACT CAATC 78
OL6 (HuVL5) CAG GCT GTG CTGACT CAGCCGTC 79
OL7 (HuVL6) AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC CA 80
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Nombre del cebador | Secuencia de nucleétidos del cebador SEQ ID NO:
OL8 (HuVL7/8) CAG RCT GTG GTG ACY CAGGAGCC | 81
OL9 (HuVLO)# CWG CCT GTG CTG ACT CAGCCMCC | 82
OL9 (HuVL10)# CAG GCA GGG CTG ACT CAG 83
OCL (HuCL2)X TGA ACA TTC TGT AGG GGC CAC TG 84
OCL (HuCL7)X AGA GCATTC TGC AGG GGC CAC TG 85
OH1(HuVH1B7A)+ CAG RTG CAG CTG GTG CARTCT GG 86
OH1 (HuVH1C)+ SAG GTC CAG CTG GTR CAG TCT GG 87
OH2 (HuVH2B) CAG RTC ACC TTG AAG GAG TCT GG 88
OH3 (HuVH3A) GAG GTG CAG CTG GTG GAG 89
OH4 (HuVH3C) GAG GTG CAG CTG GTG GAGWCY GG | 90
OH5 (HuVH4B) CAG GTG CAG CTACAGCAGTGG GG | 91
OH6 (HuVH4C) CAG STGCAG CTG CAG GAGTCS GG | 92
OH7 (HuVH6A) CAG GTACAGCTG CAGCAGTCAGG |93
OCM (HuClIgM) TGG AAGAGGCACGTTCTTTTCTTR | 94
* Mezcla a una relacion 1:1:1

# Mezcla a una relacion 1:1

X Mezcla a una relacion 1:1

+ Mezcla a una relacion 1:1

Tabla 2. Segunda ronda de amplificaciones de Vkappa, Vlambda y VH

Nombre del cebador Secuencia de nucleétidos del cebador SEQ ID NO

OK1S (HuVK1B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAC ATC CAG 95
WTG ACC CAG TCT CC

OK2S (HuVK2-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAT GIT GIG 26
ATG ACT CAG TCT CC

OK3S (HuVK2B2-SAL) | TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAT ATT GIG 97
ATG ACC CAG ACT CC

OK4S (HuVK3B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ATT GIG 98
WTG ACR CAG TCT CC

OK5S (HuVK5-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ACG ACA 99
CTC ACG CAG TCT CC

OK6S (HuVK6-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ATT GTG 100
CTG ACT CAG TCT CC

OJK1 (HuJK1-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG 101
TTT GAT TTC CAC CTT GGT CCC

OJK2 (HuJK2-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG 102
TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC

OJK3 (HuJK3-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG 103
TTT GAT ATC CAC TTT GGT CCC

OJK4 (HuJK4-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG 104
TTT GAT CTC CAC CTT GGT CCC

OJK5 (HuJK5-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG 105
TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC

OL1S (HuVL1A-SAL)* TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GTG 106
CTG ACT CAG CCA CC

OL1S (HuVLIB-SAL)* TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GTG 107
YTG ACG CAG CCG CC

OL1S (HuVL1C-SAL)* | TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GIC 108
GTG ACG CAG CCG CC

OL2S (HuVL2B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GCC 109
CTG ACT CAG CC

OL3S (HuVL3A-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG TCC TAT GWG 110
CTG ACT CAG CCA CC

OL4S (HuVL3B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG TCT TCT GAG 111
CTG ACT CAG GAC CC
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Nombre del cebador Secuencia de nucleédtidos del cebador SEQ ID NO

OLS5S (HuVL4B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG CYT GTG 112
CTG ACT CRA TC

OL6S (HuVL5-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG GCT GIG 113
CTG ACT CAG CCG TC

OL7S (HuVL6-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG RAT TTT ATG 114
CTG ACT CAG CCC CA

OL8S (HuVL7/8-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG RCT GTIG 115
GTG ACY CAG GAG CC

OL9S (HuVL9-SAL)# TGA GCA CAC AGG TCG ACG CWG CCT GIG 116
CTG ACT CAG CCM CC

OL9S (HuVL10-SAL)# | TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG GCA GGG 117
CTG ACT CAG

OJL1 (HuJL1-NOT) GAG TCA TTIC TCG ACT TGC GGC CGC ACC 118
TAG GAC GGT GAC CTT GGT CCC

OJL2 (HuJL2/3-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC 119
TAG GAC GGT CAG CTT GGT CCC

OJL3 (HuJL7-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC 120
GAG GAC GGT CAG CTG GGT GCC

OH1S (HuVH1B-SFI)+ | GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 121
ATG GCC CAG RTG CAG CTG GTG CAR TCT GG

OH1S (HUVH1C-SFI)+ | GIC CTC GCAR ACT GCG GCC CAG CCG GCC 122
ATG GCC SAG GTC CAG CTG GTR CAG TCT GG

OH2S (HuVH2B-SFI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 123
ATG GCC CAG RTC ACC TTG AAG GAG TCT GG

OH3S (HuVH3A-SFI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 124
ATG GCC GAG GTG CAG CTG GTG GAG

OH4S (HuVH3C-SFlI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 125
ATG GCC GAG GTG CAG CTG GTG GAG WCY GG

OH5S (HuVH4B-SFI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 126
ATG GCC CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GG

OH6S (HuVH4C-SFI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 127
ATG GCC CAG STG CAG CTG CAG GAG TCS GG

OH7S (HuVHG6A-SFI) GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC 128
ATG GCC CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG

OJH1 (HuJH1/2-XHO) | GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC RGT GAC 129
CAG GGT GCC

OJH2 (HuJH3-XHO) GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC 130
CAT TGT CCC

OJH3 (HuJH4/5-XHO) | GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC 131
CAG GGT TCC

OJH4 (HuJH6-XHO) GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC 132
CGT GGT CCC

* Mezcla a una relacion 1:1:1
# Mezcla a una relacién 1:1
+ Mezcla a una relacién 1:1
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Tabla 3. Resumen de segunda ronda de amplificacién de regiones VL

Molde | Cebador 5' | Cebador 3' | Producto | Aportacion en PK/PL (%) | Agrupacion | Aportaciéon en V0L (%)
OK1S OJK1 K1J1 25
OK1S OJK2 K1J2 25

K1 OK1S OJK3 K1J3 10 PK1 30
OK1S OJK4 K1J4 25
OK1S OJK5 K1J5 15
OK2s OJK1 K2J1 25
OK2s 0OJK2 K2J2 25

K2 OK2s OJK3 K2J3 10 PK2 4
OK2s OJK4 K2J4 25
OK2s OJK5 K2J5 15
OK3S OJK1 K3J1 25
OK3Ss OJK2 K3J2 25

K3 OK3S OJK3 K3J3 10 PK3 1
OK3S OJK4 K3J4 25
OK3Ss OJK5 K3J5 15
OK4Ss OJK1 K4 J1 25
OK4s OJK2 K4 J2 25

K4 OK4S OJK3 K4 J3 10 PK4 19
OK4s OJK4 K4 J4 25
OK4S OJK5 K4 J5 15
OK5S OJK1 K5J1 25
OK5S OJK2 K5J2 25

K5 OK5S OJK3 K5J3 10 PK5 1
OK5S OJK4 K5J4 25
OK5S OJK5 K5J5 15
OK6S OJK1 K6J1 25
OK6S OJK2 K6J2 25

K6 OK6S OJK3 K6J3 10 PK6 5
OK6S OJK4 K6J4 25
OK6S OJK5 K6J5 15
oL1S oJL1 L1J1 30

L1 oL1s oJL2 L1J2 60 PL1 14
OoL1S OoJL3 L1J3 10
oL2s OJL1 L2J1 30

L2 oL2s 0oJL2 L2J2 60 PL2 10
oL2s OoJL3 L2J3 10
OoL3Ss OJL1 L3J1 30

L3 OoL3Ss oJL2 L3J2 60 PL3 10
OoL3Ss OoJL3 L3J3 10
oL4s oJL1 L4J1 30

L4 oL4s oJL2 L4J2 60 PL4 1
oL4s OoJL3 L4J3 10
OL5S OJL1 L5J1 30

L5 OL5S oJL2 L5J2 60 PL5 1
OL5S oJL3 L5J3 10
oL6s OJL1 L6J1 30

L6 OoL6S oJL2 L6J2 60 PL6 1
oL6s OoJL3 L6J3 10
OL7S oJL1 L7J1 30

L7 OL7S oJL2 L7J2 60 PL7 1
OL7S OJL3 L7J3 10
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Molde | Cebador 5' | Cebador 3' | Producto | Aportacion en PK/PL (%) | Agrupacion | Aportacion en VL (%)
OoL8s oJL1 L8J1 30
L8 oLs8S oJL2 L8J2 60 PL8 1
OoL8s OJL3 L8J3 10
OoL9s oJL1 L9J1 30
L9 OL9S oJL2 L9J2 60 PL9 1
OoL9s OJL3 L9J3 10
VL 100%
Tabla 4. Resumen de segunda ronda de amplificacién de regiones VH
Molde | Cebador 5' | Cebador 3' | Producto | Aportacion en PK/PL (%) | Agrupacion | Aportacion en VH (%)
OH1S OJH1 H1J1 10
OH1S OJH2 H1J2 10
H1 OH1S OJH3 H1J3 60 PH1 25
OH1S OJH4 H1J4 20
OH2S OJH1 H2J1 10
OH2S OJH2 H2J2 10
H2 OH2S OJH3 H2J3 60 PH2 2
OH2S OJH4 H2J4 20
OH3Ss OJH1 H3J1 10
OH3S OJH2 H3J2 10
H3 OH3s OJH3 H3J3 60 PH3 25
OH3S OJH4 H3J4 20
OH4S OJH1 H4J1 10
OH4S OJH2 H4 J2 10
Ha OH4S OJH3 H4 J3 60 PH4 25
OH4S OJH4 H4 J4 20
OH5S OJH1 H5J1 10
OH5S OJH2 H5J2 10
HS OH5S OJH3 H5J3 60 PHS 2
OH5S OJH4 H5J4 20
OH6S OJH1 H6J1 10
OH6S OJH2 H6J2 10
H6 OH6S OJH3 H6J3 60 PH6 20
OH6S OJH4 H6J4 20
OH7S OJH1 H7J1 10
OH7S OJH2 H7J2 10
HT OH7S OJH3 H7J3 60 PH? !
OH7S OJH4 H7J4 20
VH 100 %

Tabla 5: Actividad de unién cruzada de anticuerpos de fago monocatenarios precipitados con PEG/NaCl y
5 esterilizados por filtracion para HA de diferentes subtipos, medida por ELISA. + = unién (>4x fondo); +/- = unién baja
(2-4x fondo) - = unién no detectable; H1 = HA de gripe A subtipo H1; H3 = HA de gripe A subtipo H3; H5 = HA de
gripe A subtipo H5; H7 = HA de gripe A subtipo H7; B= HA de virus de la gripe B; Rabia=glucoproteina del virus de la
rabia (control negativo).

Fago ELISA midi
H1 H3 H5 H7 B Rabia
sc09-003 + + + + + -
sc09-004 + + + + + -
sc09-005 + + + + + -
sc09-006 + + + + + -
sc09-007 + +/- + + +/- -
sc09-008 + +/- + + +/- -
sc09-009 + +/- + + +/- -
sc09-010 + + + + +/- -
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Fago ELISA midi
H1 H3 H5 H7 B Rabia
sc09-011 + + + + + -
sc09-012 + + + + - -
sc09-029 + +/- + + - -
sc09-030 + + + + + -
sc09-031 + +/- + + - -
sc09-112 + + + + + -
sc09-113 + + + + + -
sc09-114 + + + + + -

Tabla 6. Analisis FACS de anticuerpos de fago precipitados con PEG/NaCl y esterilizados por filtracion. + = unién
(>4x fondo); +/- = unién baja (2-4x fondo) - = unién no detectable; PER.C6=células PER.C6 no transfectadas
(control); mH1, mH3, mH7= HA unida a membrana de los subtipos H1, H3 y H7, respectivamente.

Fago Facs midi (% UL clasificado)

PerC6 mH1 mH3

3
I
\‘

sc09-003 -

sc09-004 -

sc09-005 -

sc09-006 -

sc09-007 - +/-

sc09-008 - +/-

sc09-009 - +/-

sc09-010 -

sc09-011 -

I I e e e N Y

sc09-012 -

sc09-029 -

1
+
T

sc09-030 -

+
+

sc09-031 -

1
| F

sc09-112 -

sc09-113 -

|| | | | | ] ] ] ] ] ]+

+| +| +

sc09-114 -
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Tabla 9. Reactividad de union cruzada de las IgG, medida mediante ELISA y FACS. H1=HA H1 soluble
recombinante de A/New Caledonia/20/1999; H3= HA H3 soluble recombinante de A/Wisconsin/67/2005; H5= HA H5
soluble recombinante de A/Vietnam/1203/04; H7= HA H7 soluble recombinante de A/Netherlands/219/2003; H9= HA
H9 soluble recombinante de A/Hong Kong/1073/99; B= HA soluble recombinante de gripe B B/Ohio/01/05; Rabia =
rabia; PER.C6=células PER.C6 no transfectadas (control);
Caledonia/20/1999 expresada en células PER.C6; mH3= HA H3 de A/Wisconsin/67/2005 expresada en células
PER.C6; mH7= HA H7 de A/Netherlands/219/2003 expresada en células PER.C6; ND=no efectuado. + = unién
(>10x fondo); +/- = unién baja (2-10x fondo) - = unién no detectable.

glucoproteina de la

mH1=HA H1 de A/New

Elisa de | Facs de

IgG IgG

H1 H3 H5 H7 H9 B Rabia PerC6 mH1 mH3 mH7
CR9005 + + + + + + - - + + +
CR9030 | + + + + + - |- N + " "
CR9112 + + + + + - - + + +
CR9113 + + + + + - - + + +
CR9114 + + + + + - - + + +
CR4098 | - - - - - - + - - - -

Tabla 10. Actividad de neutralizacién cruzada de las IgG; Los titulos (indicados en g/ml) son valores de la media
geomeétrica de la CI50 determinada mediante el método de Spearman-Karber de experimentos al menos duplicados;
>100 = no neutralizante a la concentraciéon maxima ensayada (100 yg/ml).

Subtipo Cepa CR9005 | CR9112 | CR9113 | CR9114
Grupo | H1 A/WSN/33 1,1 0,9 1,1 1,1
A/New Caledonia/20/99 2,6 1,9 4.4 3,7
A/Solomon Islands/3/2006 1,4 1,3 2,2 1,8
A/Brisbane/59/2007 3,4 2 3,1 2,6
A/California/7/2009 0,7 0,5 0,3 0,3
H2 A/Env/IMPU3156/05 8,8 6,3 8,8 8,8
H5 A/Hong Kong/156/97 0,8 0,7 0,9 04
A/EW/MPF461/07 10,5 10,5 8,8 10,5
H6 A/EW/MPD411/07 29,7 10,5 17,7 10,5
H8 A/EW/MPH571/08 8,8 8,8 8,8 8,8
H9 A/Hong Kong/1073/99 6,3 3,7 3,7 44
A/Ck/HK/SSP176/09 4.4 4.4 6,3 6,3
Grupo Il H3 A/Hong Kong/1 /68 42 27,6 22,3 19
A/Johannesburg/33/94 17,7 13,8 32,4 21,9
A/Panama/2007/1999 28,2 47,5 47,5 39,9
A/Hiroshima/52/2005 22,9 10,5 13,6 12,5
A/Wisconsin/67/2005 35,4 29,7 35,4 32,4
A/Brisbane/10/2007 11,2 5,6 9,4 5,6
H4 A/WF/MPA 892/06 1,2 0,8 1,3 0,8
H7 A/Mallard/Netherlands/12/2000 9,6 6,3 6,3 4.8
A/New York/107/2003 > 100 > 100 > 100 >100
H10 A/Chick/Germany/N/49 29,6 26,5 19,8 15,7
H14 A/Mallard/Astrakhan/263/1982 > 100 > 100 > 100 > 100
SECUENCIAS

>SC09-003 ADN de VH (SEQ ID NO: 1)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGGCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAACAACTTTGGTATCAGCTGGGTACGACAGGCCCCTGGCCAAGGCCTTGAGTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCAATCTTTGGTTCGACAGTCTACGCACAGAAATTTCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCACACACTGCCTACATGGAGATGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTCTATTT

CTGTGCGAGGCACGGAAATTATTATTTCTACTCCGGTATGGACCTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC
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>SC09-003 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 2)

EVQLVESGAEVKKAGSSVKVSCKSSGGT SNNFGI SWVRQAPGOGLEWMGGISPIFGSTVYAQKFQGRVTIS
ADIFSHTAYMEMNSLTSEDTAVYFCARHGNYYFYSGMDLWGQGTTVT

>SC09-003 ADN de VL (SEQ ID NO: 3)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCACGATTTCCTGTGGGGG
AGACAACGTTGGAAGTAACAGTGTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCT
ATGATGATCGCGACCGACCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACGGCCACC
CTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAGTAGTGA
TCATCGAGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>SC09-003 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 4)

SYVLTQPPSVSVAPGQTATISCGGDNVGSNSVHWY QQKPGQAPVLVVYDDRDRP SGIPERFSGSNSGNTAT
LTISRVEAGDEADYYCQVWDSSSDHRVEGTGTKVTVL

>SC09-004 ADN de VH (SEQ ID NO: 5)

CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGCGGCACCTCCAATAACTATGCCATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGGTCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGTCTGACATCTGAGGACACGGCCGTCTATTA
TTGTGCGAGACACGGGAATTATTATTACAACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC

>SC09-004 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 6)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAI SWVROAPGOGLDWMGGVSPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYY YNSGMDVWGQGTTVT

>SC09-004 ADN de VL (SEQ ID NO: 7)

CAGTCTGTGCTGACGCAGCCGCCCGCAGTGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCGTGTTCTGG
AAGTGATTCCAACATCGGGAGAAGAAGTGTAAACTGGTACCAGCAGTTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAACGATCAGCGGCCCTCAGTGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCCGGCACCTCA
GCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAAGATGAGGCCGAATATTACTGTGCAGCATGGGATGACAG
CCTGAAGGGGGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-004 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 8)

QSVLTQPPAVSGTPGQRVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQQFPGTAPKLLIYSNDQRPSVVPDRESGSKSGTS
ASLAISGLOSEDEAEYYCAAWDDSLKGAVEGGGTQLTVL

>SC09-005 ADN de VH (SEQ ID NO: 9)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAGGTCAAGAGGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATTAGTTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGTCTACGCACAGAAATTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAACTATTATTACTACTCCGGTATGGACCTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC

>SC09-005 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 10)

QVOLVQSGAEVKRPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAISWVROAPGQGLDWMGGISPIFGSTVYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDLWGQGTTVT

>SC09-005 ADN de VL (SEQ ID NO: 11)

CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCATCTCCTGCACTGG
AACCAGCAGTGACGTCGGTGGTTATAACTATGTCTCCTGGTACCAACAACACCCAGGCARAGCCCCCAAAC
TCCTGATTTTTGATGTCAGTGATCGGCCCTCAGGGGTTTCTGATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGCGGAC
ACGGCCTCCCTGACCATCTCTGGACTCCAGGCTCAGGACGAGGCTGATTATTACTGCTGCTCATATGCAGG
TAGTGCCAAGGGCGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>SC09-005 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 12)

OSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQOHPGKAPKLLIFDVSDRPSGVSDRFSGSKSAD
TASLTISGLQAQDEADYYCCSYAGSAKGVEGTGTKVTVL
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>SC09-006 ADN de VH (SEQ ID NO: 13)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAGGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATTAGT TGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGTCTACGCACAGAAATTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAACTATTATTACTACTCCGGTATGGACCTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACC

>SC09-006 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 14)

EVQLVESGAEVKRPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAI SWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSTVYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDLWGQGTTVT

>SC09-006 ADN de VL (SEQ ID NO: 15)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGGATTACCTGTGGGGG
AAACAACATTGGAAGTAAAACTGTGCATTGGTACCAGCAGAACTCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCT
ATGGTGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGACCACGGCCACC
CTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAGTAGTGA
TCATCCCGGTGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-006 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 16)

SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGGNNIGSKTVHWYQONSGOAPVLVVYGDSDRPSGIPERFSGSNSGTTAT
LTISRVEAGDEADYYCQVWDSSSDHPGAVEGGGTQLTVL

>SC09-007 ADN de VH (SEQ ID NO: 17)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGAGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGAGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCAGCAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTACC
GCGGACATATTTTCGAACACAGTGTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGACACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-007 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 18)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAI SWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSAAYAQKFQGRVTIT
ADIFSNTVYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTIVSS

>SC09-007 ADN de VL (SEQ ID NO: 19)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGG
AAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAACTGGTACCAGCAGGTCCCCGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATGGTGATGATCAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCA
GCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAACATGGGATGACAG
CCTGAATGGTCATGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTICG

>SC09-007 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 20)

SYVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPKLLIYGDDQRPSGVPDRESGSKSGTS
ASLAISGLQOSEDEADYYCATWDDSLNGHVEGGGTQLTVL

>SC09-008 ADN de VH (SEQ ID NO: 21)

GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAGAGTCTCCTGTAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-008 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 22)

EVOLVOSGAEVKKPGSSVRVSCKSSGGTSNNYAISWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS
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>SC09-008 ADN de VL (SEQ ID NO: 23)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGGATTACCTGTGGGGG
AAACAACATTGGAAGTAAAACTGTGCATTGGTACCAGCAGAACTCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCT
ATGGTGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGACCACGGCCACC
CTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGCGATAGTAGTAGTGA
TCATCCCGGTGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-008 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 24)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKTVHWYQONSGQAPVLVVYGDSDRPSGIPERFSGSNSGTTAT
LTISRVEAGDEADYYCQVWDSSSDHPGAVEGGGTQLTVL

>SC09-009 ADN de VH (SEQ ID NO: 25)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAATTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGGCATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-009 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 26)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAI SWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLASEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS

>SC09-009 ADN de VL (SEQ ID NO: 27)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCG
GGCGAGTCAGCATATTAGCAGTTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAGCCAGGGAAAGGCCCTCAGCTCCTGA
TCTATTCTGCATCCCGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTC
ACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAACAGTTTCCC
CCTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAAC

>SC09-009 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 28)

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQHISSWLAWYQQKPGKGPQLLIYSASRLOSGVPSRFSGSGSGTDE
TLTISSLOPEDFATYYCQOANSFPLTFGPGTKVDIK

>SC09-010 ADN de VH (SEQ ID NO: 29)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAATTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCCAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-010 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 30)

EVOLVESGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAISWVRQAPGOQGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS

>SC09-010 ADN de VL (SEQ ID NO: 31)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGGATTACCTGTGGGGG
AAACAACATYGGAAGTAAAACTGTGCATTGGTACCAGCAGAACTCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCT
TTGTTGATAGCGACCGTCCCTCAGGGATCCATGAGCGATTCTGTGGCTCCAACTCTGGGTCCACGGCCACC
CTGACCATCAGCAGCGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAATAGCGA
TCATCCCGGTGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-010 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 32)

SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGGNNIGSKTVHWYQONSGOAPVLVVEVDSDRPSGIHERFCGSNSGSTAT
LTISSVEAGDEADYYCQVWDSNSDHPGAVFGGGTQLTVL
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>SC09-011 ADN de VH (SEQ ID NO: 33)

GAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGAGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCAGCAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTACC
GCGGACATATTTTCGAACACAGTGTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGACACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTACGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-011 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 34)

EVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAI SWVRQAPGOGLDWMGGISPIFGSAAYAQKFQGRVTIT
ADIFSNTVYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYYSGTDVWGQGTTVTVSS

>SC09-011 ADN de VL (SEQ ID NO: 35)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCGCAGTGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCGTGTTCTGG
AAGTGATTCCAACATCGGGAGAAGAAGTGTAAACTGGTACCAGCAGTTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAACGATCAGCGGCCCTCAGTGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCCGGCACCTCA
GCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAAGATGAGGCCGAATATTACTGTGCAGCATGGGATGACAG
CCTGAAGGGGGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-011 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 36)

SYVLTQPPAVSGTPGQRVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQQFPGTAPKLLIYSNDQRPSVVPDRESGSKSGTS
ASLAISGLOSEDEAEYYCAAWDDSLKGAVEGGGTQLTVL

>SC09-012 ADN de VH (SEQ ID NO: 37)

GAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAATTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGAGGGATCAGCCCTATTTTTGGTTCAGCAGTCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTACC
GCGGACATATTTTCGAACACAGTGTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGACACGGGACTTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-012 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 38)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAI SWVRQAPGOGLDWMGGISPIFGSAVYAQKFQGRVTIT
ADIFSNTVYMELNSLTSEDTAVYYCARHGTYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS

>SC09-012 ADN de VL (SEQ ID NO: 39)

CAGTCTGTCGTGACGCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGGGTCACCATCTCCTGCACTGG
GAGCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTATGATGTACACTGGTACCAGCAGCTTCCAGGGACAGCCCCCAAAC
TCCTCATCTATGGTAACAACAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACC
TCAGCCTCCCTGGCCATCACTGGGCTCCAGGTTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGCCAGTCCTATGACCA
GAACCTGAGTGAGGGGGTCTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAG

>SC09-012 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 40)

QSVVTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYGNNNRPSGVPDREFSGSKSGT
SASLAITGLQVEDEADYYCQSYDONLSEGVFGGGTKLTVL

>SC09-029 ADN de VH (SEQ ID NO: 41)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-029 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 42)

EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAI SWVRQAPGQGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVIVSS
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>SC09-029 ADN de VL (SEQ ID NO: 43)

GAAATTGTGATGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCTGGGGAAAGAGGCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCACTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTC
ACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGGAGCTCACC
ATTCGCTTTCGGCCCTGGGACCAAGGTGGAGATCARAA

>SC09-029 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 44)

EIVMTQSPGTLSLSPGERGTLSCRASQSVSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASTRATGIPDRFTGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCOQYGSSPFAFGPGTKVEIK

>SC09-030 ADN de VH (SEQ ID NO: 45)

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-030 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 46)

OMOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAI SWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS

>SC09-030 ADN de VL (SEQ ID NO: 47)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGGATTACCTGTGGGGG
AAACAACATTGGAAGTAAAAGTGTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCT
ATGGTGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGACCACGGCCACC
CTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAGTAGTGA
TCATCCCGGTGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-030 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 48)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHWYQOKPGQAPVLVVYGDSDRPSGIPERFSGSNSGTTAT
LTISRVEAGDEADYYCQVWDSSSDHPGAVFGGGTQLTVL

>SC09-031 ADN de VH (SEQ ID NO: 49)

CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTCGAGAGGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGCGGCACCTCCAATAACTATGCCATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGTCTGACATCTGAGGACACGGCCGTCTATTA

TTGTGCGAGACACGGGAATTATTATTACAACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCARGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-031 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 50)

OVOLVQSGAEVERPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAISWVROAPGOGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYNSGMDVWGQGTTVTIVSS

>SC09-031 ADN de VL (SEQ ID NO: 51)

CAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGGGTCACCATCTCCTGCACTGG
GAGCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTATGATGTACACTGGTACCAGCAGCTTCCAGARAACAGCCCCCAAAC
TCCTCATTTATGATAACAACAATCGTCCCTCAGGGGTTTCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACT
TCAGCCTCCCTGGCCATCACTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGCCAGTCCTATGACAG
CGGCCTGAGTGCTTCGCCTTATGTCTTCGGAGCTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>SC09-031 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 52)

QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPETAPKLLIYDNNNRPSGVSDREFSGSKSGT
SASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSGLSASPYVEGAGTKVTVL
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>SC09-112 ADN de VH (SEQ ID NO: 53)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-112 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 54)

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAI SWVRQAPGOGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQOGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYYCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTIVSS

>SC09-112 ADN de VL (SEQ ID NO: 55)

CAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGGGTCACCATCTCCTGCACTGG
GAGCAGCGCCAACATCGGGGCAGGTTATGATGTCCACTGGTACCAGCAGTTTCCAGGAACAGCCCCCAAAC
TCCTCATCTATGGTAACAACAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACC
TCAGCCTCCCTGGCCATCACTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGCCAGTCCTATGACAG
CAGCCTGAGTGGTGCGTTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAG

>SC09-112 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 56)

OSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGS SANIGAGYDVHWYQQFPGTAPKLLIYGNNNRPSGVPDREFSGSKSGT
SASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSGALFGGGTKLTVL

>SC09-113 ADN de VH (SEQ ID NO: 57)

CAGATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGGCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGA
TGGGCGGGATCAGTCCAATCTTTGGTTCGACAGTCTACGCACAGAAATTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCACACACTGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGCATATTT
CTGTGCGAGGCACGGAAACTATTATTACTACTCCGGTATGGACCTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-113 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 58)

OMOLVQSGAEVKKAGSSVKVSCKSSGGTSNNYAISWVROAPGOGLEWMGGISPIFGSTVYAQKFQGRVTIS
ADIFSHTAYMELNSLTSEDTAAYFCARHGNYYYYSGMDLWGQGTTVTVSS

>SC09-113 ADN de VL (SEQ ID NO: 59)

CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCGCAGTGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCGTGTTCTGG
AAGTGATTCCAACATCGGGAGAAGAAGTGTAAACTGGTACCAGCAGTTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAACGATCAGCGGCCCTCAGTGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCCGGCACCTCA

GCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGCCAG
CCTGAGTGGTCCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-113 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 60)

OSVLTQPPAVSGTPGORVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQQFPGTAPKLLIYSNDORPSVVPDRESGSKSGTS
ASLAISGLOAEDEADYYCAAWDASLSGPVEFGGGTQLTVL

>SC09-114 ADN de VH (SEQ ID NO: 61)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAAGTCTCCTGCAAGTC
TTCTGGAGGCACCTCCAATAACTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGACTGGA
TGGGCGGGATCAGCCCTATCTTTGGTTCGACAGCCTACGCACAGAAATTCCAGGGCAGAGTCACTATTTCC
GCGGACATATTTTCGAACACAGCCTACATGGAGCTGAACAGCCTGACATCTGAGGACACGGCCGTATATTT
CTGTGCGAGGCACGGGAATTATTATTACTACTCCGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCG
TCTCGAGC

>SC09-114 PROTEINA de VH (SEQ ID NO: 62)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGT SNNYAISWVRQAPGQGLDWMGGISPIFGSTAYAQKFQGRVTIS
ADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVIVSS
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>SC09-114 ADN de VL (SEQ ID NO: 63)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCGCAGTGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCGTGTTCTGG
AAGTGATTCCAACATCGGGAGAAGAAGTGTAAACTGGTACCAGCAGTTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCC
TCATCTATAGTAACGATCAGCGGCCCTCAGTGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCCGGCACCTCA
GCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAAGATGAGGCCGAATATTACTGTGCAGCATGGGATGACAG
CCTGAAGGGGGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCAGCTGACCGTCCTCG

>SC09-114 PROTEINA de VL (SEQ ID NO: 64)

SYVLTQPPAVSGTPGQRVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQQFPGTAPKLLIYSNDORPSVVPDRESGSKSGTS
ASLAISGLOSEDEAEYYCAAWDDSLKGAVEFGGGTQLTVL

tcgacggatc
tgccgcatag
cgcgagcaaa
gcttagggtt
ttattcattg
ccatatcata
tgattattga
atggagttcc
ccccegceccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
gcctggagac
ctccgeggcec
ccttgcagaa
taaggagatc
gcacctattg
ttcaattaca
tggcccagec
attacactca
cggacactct

gggagatctc
ttaagccagt
atttaagcta
aggcgttttg
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
tacggtggga
gccatccacg
gggaacggtg
gttggtcgtg
aatagaaact
gtcttactga
gctcgccacc
ggccagtgac
acatacttca
ttatttaact

Vector plg-C911-HCgamma | (SEQ ID NO: 175)

ccgatccect
atctgctccce
caacaaggca
cgctgetteg
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctccacccece
aaaatgtcgt
ggtctatata
ctgttttgac
cattggaagc
aggcactggyg
gggcttgtcg
catccacttt
atgggatgga
cttgaccggt
tctatgaggg
caggatttat

atggtgcact
tgcttgtgtyg
aggcttgacc
ctaggtggtc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccgce
gttcccatag
taaactgccc
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg
agcagagctc
ctccatagaa
tggcctggat
caggtaagta
agacagagaa
gcctttetcet
gctgtatcat
gcaccacttt
gggtttacta
ttcttccatt
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ctcagtacaa
ttggaggtcg
gacaattgca
aatattggcecce
ggccattgca
cattaccgcc
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtagg
atgggagttt
ccccattgac
gtttagtgaa
gacaccggga
atcctgactc
tcaaggttac
gactcttgcg
ccacaggtagt
cctcecttettg
tgatgatgtt
tcctgatgaa
ttattctaat

tctgctctga
ctgagtagtg
tgaagaatct
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggcecat
cgtattagtce
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatgggc
ccgtcagatce
ccgatccage
tcttaggtag
aagacaggtt
tttctgatag
ccactcccag
gtactgctgc
caagctccta
atttttagat
gttacagggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



ttcatactat
ttgctgccac
acaagtcaca
actttgaatt
atactatgat
cgcttgatgt
ataaagatgg
taccttctgg
caaattttag
ctgcagccta
atggtacaat
ctgttaagag
cctcaggaga
ttaatgctac
ttgctgatta
tttctgccac
tcaagggaga
attataaatt
atgctacttc
ggccctttga
cacctgctct
ttggctacca
cggtttgtgg
ttaatggact
aacaatttgg
aaatattaga
atgcttcatc
caattcatgc
tccagactca
acattcctat
ctagccaaaa
actctaataa
tgcctgtttce
ctgaatgtgc
tctcaggtat
aaatgtacaa
ctgaccctct
cactcgctga
gagatctcat
atgatatgat
catttggtgc
atggcattgg
ttaacaaggc
agctgcaaga
gctctaattt
tcgaggcgga
atgtaacaca
ctaaaatgtc
accaccttat
atgtgccatc
catacttccc
ggaacttctt
atgtcgttat
cattcaaaga
gcgacatttc
atgaggtcgc
agcaatatat

taatcatacg
agagaaatca
gtcggtgatt
gtgtgacaac
attcgataat
ttcagaaaag
gtttctctat
ttttaacact
agccattctt
ttttgttggc
cacagatgct
ctttgagatt
tgttgtgaga
taaattccct
ctctgtgctce
taagttgaat
tgatgtaaga
gccagatgat
aactggtaat
gagagacata
taattgttat
accttacaga
accaaaatta
cactggtact
ccgtgatgtt
catttcacct
tgaagttgct
agatcaactc
ggcaggctgt
tggagctggc
atctattgtg
caccattgct
tatggctaaa
taatttgctt
tgctgctgaa
aaccccaact
aaagccaact
tgctggcettce
ttgtgcgcag
tgctgcctac
tggcgctgcet
agttacccaa
gattagtcaa
cgttgttaac
tggtgcaatt
ggtacaaatt
acaactaatc
tgagtgtgtt
gtccttecca
ccaggagagg
tcgtgaaggt
ttctccacaa
tggcatcatt
agagctggac
aggcattaac
taaaaattta
taaatggcct
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tttggcaacc
aatgttgtcc
attattaaca
cctttetttg
gcatttaatt
tcaggtaatt
gtttataagg
ttgaaaccta
acagcctttt
tatttaaagc
gttgattgtt
gacaaaggaa
ttccctaata
tctgtctatg
tacaactcaa
gatctttgct
caaatagcgc
ttcatgggtt
tataattata
tctaatgtgce
tggccattaa
gttgtagtac
tccactgacce
ggtgtgttaa
tctgatttca
tgctecttttg
gttctatatc
acaccagctt
cttataggag
atttgtgcta
gcttatacta
atacctacta
acctccgtag
ctccaatatg
caggatcgca
ttgaaatatt
aagaggtctt
atgaagcaat
aagttcaatg
actgctgctce
cttcaaatac
aatgttctct
attcaagaat
cagaatgctc
tcaagtgtgce
gacaggttaa
agggctgcetg
cttggacaat
caagcagccc
aacttcacca
gtttttgtgt
ataattacta
aacaacacag
aagtacttca
gcttctgtceg
aatgaatcac
ctcgacgaac

ctgtcatacc
gtggttgggt
attctactaa
ctgtttctaa
gcactttcga
ttaaacactt
gctatcaacc
tttttaagtt
cacctgctca
caactacatt
ctcaaaatcc
tttaccagac
ttacaaactt
catgggagag
cattttttte
tctccaatgt
caggacaaac
gtgtccttge
aatataggta
ctttctececcee
atgattatgg
tttcttttga
ttattaagaa
ctccttette
ctgattccgt
ggggtgtaag
aagatgttaa
ggcgcatata
ctgagcatgt
gttaccatac
tgtctttagg
acttttcaat
attgtaatat
gtagcttttg
acacacgtga
ttggtggttt
ttattgagga
atggcgaatg
gacttacagt
tagttagtgg
cttttgctat
atgagaacca
cacttacaac
aagcattaaa
taaatgatat
ttacaggcag
aaatcagggc
caaaaagagt
cgcatggtgt
cagcgccagce
ttaatggcac
cagacaatac
tttatgatcc
aaaatcatac
tcaacattca
tcattgacct
aaaaactcat
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ttttaaggat
ttttggttct
tgttgttata
acccatgggt
gtacatatct
acgagagttt
tatagatgta
gcctettggt
agacatttgg
tatgctcaag
acttgctgaa
ctctaatttc
gtgtcctttt
aaaaaaaatt
aacctttaag
ctatgcagat
tggtgttatt
ttggaatact
tcttagacat
tgatggcaaa
tttttacacc
acttttaaat
ccagtgtgtc
aaagagattt
tcgagatcct
tgtaattaca
ctgcactgat
ttctactgga
cgacacttct
agtttcttta
tgctgatagt
tagcattact
gtacatctgc
cacacaacta
agtgttcgcect
taatttttca
cttgctecttt
cctaggtgat
gttgccacct
tactgccact
gcaaatggca
aaaacaaatc
aacatcaact
cacacttgtt
cctttcgega
acttcaaagc
ttctgctaat
tgacttttgt
tgtcttccta
aatttgtcat
ttcttggttt
atttgtctca
tctgcaacct
atcaccagat
aaaagaaatt
tcaagaactg
ctcagaagag

ggtatttatt
accatgaaca
cgagcatgta
acacagacac
gatgcctttt
gtgtttaaaa
gttcgtgatc
attaacatta
ggcacgtcag
tatgatgaaa
ctcaaatgct
agggttgttc
ggagaggttt
tctaattgtg
tgctatggcg
tcttttgtag
gctgattata
aggaacattg
ggcaagctta
ccttgcaccc
actactggca
gcaccggcca
aattttaatt
caaccatttc
aaaacatctg
cctggaacaa
gtttctacag
aacaatgtat
tatgagtgcg
ttacgtagta
tcaattgctt
acagaagtaa
ggagattcta
aatcgtgcac
caagtcaaac
caaatattac
aataaggtga
attaatgcta
ctgctcactg
gctggatgga
tataggttca
gccaaccaat
gcattgggca
aaacaactta
cttgataaag
cttcaaacct
cttgctgcta
ggaaagggct
catgtcacgt
gaaggcaaag
attacacaga
ggaaattgtg
gagcttgact
gttgattttg
gaccgcctca
ggaaaatatg
gatctgaatg

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



ctgtgggcca
tggtgatctc
tcatgctttg
cagcgtgttce
ctgcctggtyg
gaccagcggce
cagcgtggtyg
ccacaagccc
ccacacctgce
cccececccaag
ggtggacgtg
ggtgcacaac
gagcgtgcectc
gagcaacaag
ccgggagccc
gtccctecacc
caacggccag
cttcttectg
cagctgcagc
gagcccececgge
gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctggggce
tgtggtggtt
cgctttectte
ggggctcect
ttagggtgat
gttggagtcc
tatctcggtce
aaatgagctg
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagg
ggcctaggcet
gagacaggat
gccgettggg
gatgccgecg
ctgtccggtg
acgggcgttce
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgcect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt

ggacacgcag
agccatcctg
gcagaagaag
cccetggecece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcecca
agcaacacca
ccececectgece
cccaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgcetgce
gcecctgectg
caggtgtaca
tgtctggtga
cccgagaaca
tacagcaagc
gtgatgcacg
aagtgataat
tgccagccat
cccactgtcc
tctattctgg
aggcatgctg
tctagggggt
acgcgcagcg
ccttececttte
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
atttaacaaa
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgcecca
ccgcectetge
tttgcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccgget
ccctgaatga
cttgcgcagce
aagtgccggg
tggctgatgc
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgcatgcec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgecet
agcgacgccc
gggcttcgga
gctggagttc
caatagcatc
gtccaaactc
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gaggtcatcg
gccectggtgg
ccacgttagg
ccagcagcaa
tccecgagece
tccecgeegt
gcagcagcct
aggtggacaa
ctgccccecega
ccctcatgat
accccgaggt
agccccggga
accaggactg
cceccatcga
ccctgeccecce
agggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggccctgceca
ctagagggcc
ctgttgtttg
tttcctaata
ggggtggggt
gggatgcggt
atccccacgce
tgaccgctac
tcgccacgtt
gatttagtgc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctccccagea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctcecgecee
ctctgagcta
gctcececggga
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttcctegtg
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttcc
ttcgcecceccacce
acaaatttca
atcaatgtat

tggtgccaca
tgctcaccat
cggccgceteg
gagcaccagc
cgtgaccgtg
gctgcagagc
gggcacccag
acgcgtggag
gctgetggge
cagccggacce
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacggc
gaagaccatc
cagccgggag
ccccagcecgac
cacccceccecect
caagagccgg
caaccactac
cgtttaaacc
cccectecccece
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gccctgtage
acttgccagce
cgccggcettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgccg
gaattaattc
ggcagaagta
ggctccccag
ccgcccectaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgececgg
gaggcagcgce
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgc
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctgag
cacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgt
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ctccttgececce
catctccctt
agtgctagca
ggcggcacag
agctggaaca
agcggectgt
acctacatct
cccaagagct
ggaccctccg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagatgacca
atcgccgtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga
cgctgatcag
gtgccttect
attgcatcgce
agcaaggggg
gcttctgagg
ggcgcattaa
gccctagege
ccccecgtcaag
ctcgacccca
acggtttttc
actggaacaa
atttcggcct
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgececat
taattttttt
agtgaggagg
ccattttcgg
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgctcecce
ttgatccggce
ctcggatgga
cgccagcecga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgcegetcece
cgggactctg
cgattccacc
ctggatgatc
tattgcagct
atttttttca
ctgtataccg

tttaaggtgg
atcatcctca
ccaagggcecce
ccgceccctggg
gcggcgectt
acagcctgag
gcaacgtgaa
gcgacaagac
tgttcctgtt
cctgcegtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
agggccagcce
agaaccaggt
agtgggagag
gcgacggcag
gcaacgtgtt
gcctgagcect
cctcgactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcggceggyg
ccgcteettt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccecgcececcta
tatttatgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttctccg
cggctgctcet
caagaccgac
gctggccacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtcett
actgttcgece
cgatgcctgce
tggceggetg
tgaagagcett
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccegecttet
ctccagcgceg
tataatggtt
ctgcattcta
tcgacctcta

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
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gctagagctt ggcgtaatca tggtcatagc tgtttcctgt gtgaaattgt tatccgctca 8400
caattccaca caacatacga gccggaagca taaagtgtaa agcctggggt gectaatgag 8460
tgagctaact cacattaatt gcgttgcgcect cactgcccge tttceccagtcg ggaaacctgt 8520
cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag aggcggtttg cgtattggge 8580
gctcttccge ttcctcecgetce actgactcge tgcgectcggt cgttcggetg cggcgagegg 8640
tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga atcaggggat aacgcaggaa 8700
agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg taaaaaggcc gcgttgctgg 8760
cgtttttcca taggctccge ccccctgacg agcatcacaa aaatcgacgc tcaagtcaga 8820
ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcegtt tccccectgga agctcececteg 8880
tgcgctectee tgttccgacce ctgccegcectta ccggatacct gtccgecttt cteecttegg 8940
gaagcgtggce gctttctcat agctcacgct gtaggtatct cagttcggtg taggtcgttc 9000
gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcagcec cgaccgctgce gceccttatccg 9060
gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt atcgccactg gcagcagcca 9120
ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc tacagagttc ttgaagtggt 9180
ggcctaacta cggctacact agaagaacag tatttggtat ctgcgctctg ctgaagccag 9240
ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa acaaaccacc gctggtagcg 9300
gtttttttgt ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa aggatctcaa gaagatcctt 9360
tgatcttttce tacggggtct gacgctcagt ggaacgaaaa ctcacgttaa gggattttgg 9420
tcatgagatt atcaaaaagg atcttcacct agatcctttt aaattaaaaa tgaagtttta 9480
aatcaatcta aagtatatat gagtaaactt ggtctgacag ttaccaatgc ttaatcagtg 9540
aggcacctat ctcagcgatc tgtctatttc gttcatccat agttgcctga ctcccegtceg 9600
tgtagataac tacgatacgg gagggcttac catctggccc cagtgctgca atgataccgce 9660
gagacccacg ctcaccggct ccagatttat cagcaataaa ccagccagcc ggaagggccg 9720
agcgcagaag tggtcctgca actttatccg cctccatcca gtctattaat tgttgccggg 9780
aagctagagt aagtagttcg ccagttaata gtttgcgcaa cgttgttgcc attgctacag 9840
gcatcgtggt gtcacgctcg tcgtttggta tggcttcatt cagctccggt tcccaacgat 9900
caaggcgagt tacatgatcc cccatgttgt gcaaaaaagc ggttagctcc ttcggtectc 9960
cgatcgttgt cagaagtaag ttggccgcag tgttatcact catggttatg gcagcactgce 10020
ataattctct tactgtcatg ccatccgtaa gatgcttttc tgtgactggt gagtactcaa 10080
ccaagtcatt ctgagaatag tgtatgcggc gaccgagttg ctcttgcccg gecgtcaatac 10140
gggataatac cgcgccacat agcagaactt taaaagtgct catcattgga aaacgttctt 10200
cggggcgaaa actctcaagg atcttaccgce tgttgagatc cagttcgatg taacccactc 10260
gtgcacccaa ctgatcttca gcatctttta ctttcaccag cgtttctggg tgagcaaaaa 10320
caggaaggca aaatgccgca aaaaagggaa taagggcgac acggaaatgt tgaatactca 10380
tactcttcct ttttcaatat tattgaagca tttatcaggg ttattgtctc atgagcggat 10440
acatatttga atgtatttag aaaaataaac aaataggggt tccgcgcaca tttccccgaa 10500
aagtgccacc tgacg 10515
Vector plg-C909-Ckappa (SEQ ID NO: 176)
tcgacggatc gggagatctc ccgatcccect atggtgcact ctcagtacaa tctgcectctga 60
tgccgcatag ttaagccagt atctgctcecce tgettgtgtg ttggaggtcg ctgagtagtg 120
cgcgagcaaa atttaagcta caacaaggca aggcttgacc gacaattgtt aattaacatg 180
aagaatctgc ttagggttag gcgttttgcg ctgcttcgcet aggtggtcaa tattggccat 240
tagccatatt attcattggt tatatagcat aaatcaatat tggctattgg ccattgcata 300
cgttgtatcc atatcataat atgtacattt atattggctc atgtccaaca ttaccgccat 360
gttgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata 420
gcccatatat ggagttccge gttacataac ttacggtaaa tggcccgect ggctgaccge 480
CCaacgaccc ccgcccattg acgtcaataa tgacgtatgt tcccatagta acgccaatag 540
ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgcccac ttggcagtac 600
atcaagtgta tcatatgcca agtacgcccce ctattgacgt caatgacggt aaatggcccg 660
cctggcatta tgcccagtac atgaccttat gggactttcc tacttggcag tacatctacg 720
tattagtcat cgctattacc atggtgatgc ggttttggca gtacatcaat gggcgtggat 780
agcggtttga ctcacgggga tttccaagtc tccaccccat tgacgtcaat gggagtttgt 840
tttggcacca aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa caactccgec ccattgacge 900
aaatgggcgg taggcgtgta cggtgggagg tctatataag cagagctcgt ttagtgaacc 960
gtcagatcgc ctggagacgc catccacgct gttttgacct ccatagaaga caccgggacc 1020



gatccagccect
gcagaagttg
gagatcaata
ctattggtct
attacagctc
gccecgecteg
ctcttggctg
ggccaagacc
cctggccage
cgcecggegac
cctgcaggag
cagcagcgtg
caccatctac
ggagcccgge
ctgggagagc
ggtgctgaag
aggcgactac
ggacgtggag
gcgggccaag
ccacctgetg
cttcggecag
ccagcggatc
ccagggcttt
ccaccccace
gaccatggac
ctacgccgcece
gggcgagatc
gagccccgac
gaccatcgtg
taagggcgag
cgtgggcegtg
ccacgtgagce
gttccaggag
cagcaacagc
gcccectggacce
gctgaactac
gggctggagce
gaagagcgcc
gagcagcgtg
gttcggcgag
cgtgaccgcece
ccggatgagce
cctgggeate
cgtgtttgge
catccgggac
cgatatcagc
cttctgataa
ggatccgata
cagctgaaga
gccaaggtgce
accgagcagg
gccgactacg
cccgtgacca
cagcctcgac
ccttgaccct
cgcattgtct

gggaggattg

ccgcggecgg
gtcgtgaggc
gaaactgggc
tactgacatc
gccaccatgc
agatctatcg
ctgctgagcc
ttcctggaca
tggaactaca
aagtggagcg
atccagaacc
ctgagcgagg
agcaccggceca
ctgaacgaga
tggcggageg
aacgagatgg
gaagtgaacg
cacaccttcg
ctgatgaacg
ggcgacatgt
aagcccaaca
ttcaaggagg
tgggagaaca
gcctgggacc
gacttcctga
cagcccttece
atgagcctga
ttccaggagg
ggcaccctgc
atccccaagg
gtggagcccg
aacgactact
gcccectgtgece
accgaggcecg
ctggcectgg
ttcgageecce
accgactgga
ctgggcgaca
gcctatgeca
gaggacgtga
cccaagaacg
cggagccgga
cagcccaccce
gtggtgatgg
cggaagaaga
aagggcgaga
tctagaacga
tcgecegtgge
gcggcaccgce
agtggaaggt
acagcaagga
agaagcacaa
agagcttcaa
tgtgccttet
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat

ES 2 608 321 T3

gaacggtgca
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
ggctgcccge
atgcatgcca
tggtggcegt
agttcaacca
acaccaacat
ccttcectgaa
tgaccgtgaa
acaagagcaa
aagtgtgcaa
tcatggccaa
aagtgggcaa
ccagggccaa
gcgtggacgg
aggagatcaa
cctaccccag
ggggccggtt
tcgacgtgac
ccgagaagtt
gcatgctgac
tgggcaaggg
ccgcccacca
tgctgcggaa
gcgccgecac
acaacgagac
ccttcaccta
accagtggat
tgccccacga
ccttcatceg
aggccgccaa
gacagaaact
agaatgtggt
tgttcacctg
gccectacge
aggcctacga
tgcggcagta
gagtggccaa
tgagcgacat
tcaacgacgc
tgggccctece
gcgtgatcgt
agaacaaggc
acaaccccgg
gctcgaattc
ggccgcaccce
cagcgtggtg
ggacaacgcc
ctccacctac
ggtgtacgcc
ccggggcgag
agttgccagce
actcccactg
cattctattc
agcaggcatg

ttggaatcga
taagtatcaa
agagaagact
ttctcteccac
ccagctgctg
tggtaccaag
gacagccgcece
cgaggccgag
caccgaggag
ggagcagagc
gctgcagctyg
gcggctgaac
ccccgacaac
cagcctggac
gcagctgcgg
ccactacgag
ctacgactac
gcctectgtac
ctacatcagc
ctggaccaac
cgacgccatg
cttcgtgagce
cgacccecgge
cgacttccgg
cgagatgggc
cggcgccaac
ccccaagcac
cgagatcaac
catgctggag
gaagaagtgg
cgagacctac
gtactacacc
gcacgagggc
gttcaacatg
gggcgcecaag
gctgaaggac
cgaccagagc
gtggaacgac
cttcctgaaa
cctgaagccce
catcccecegg
cttccggetg
caaccagccc
ggtgggaatc
ccggagcgge
cttccagaac
gaagcttctg
agcgtgttca
tgcctgctga
ctgcagagcg
agcctgagca
tgcgaggtga
tgttaataga
catctgttgt
tcectttecta
tggggggtgg
ctggggatgce
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tgactctctt
ggttacaaga
cttgcgtttce
aggtgtccac
ggccttcectca
cttgccacca
cagagcacca
gacctgttct
aacgtgcaga
acactggccc
caggccctgce
accatcctga
ccccaggagt
tacaacgagc
ccecctgtacg
gactacggcg
agcagaggcc
gagcacctgce
cccatcggcet
ctgtacagcc
gtggaccagg
gtgggcctgce
aatgtgcaga
atcctgatgt
cacatccagt
gagggctttce
ctgaagagca
ttcctgetga
aagtggcggt
tgggagatga
tgcgaccccg
cggaccctgt
cccctgcecaca
ctgcggetgg
aacatgaatg
cagaacaaga
atcaaagtgc
aacgagatgt
gtgaagaacc
cggatcagct
accgaagtgg
aacgacaact
cccgtgagcea
gtgatcctga
gagaacccct
accgacgacyg
cagacgcgtc
tctteecececce
acaacttcta
gcaacagcca
gcaccctcac
cccaccaggg
cttaagttta
ttgcccctece
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctct

aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
tgctgtgggt
tgagcagcag
tcgaggagca
accagagcag
acatgaacaa
agatgtaccc
agcagaacgg
acaccatgtc
gcctgetget
ggctgtggge
aggagtacgt
actactggag
agctgatcga
acgcctacgt
gcctgcecge
tgaccgtgece
cctgggacgce
ccaacatgac
aggccgtgtg
gcaccaaagt
acgacatggce
acgaggccgt
tcggectget
agcaggccct
ggatggtgtt
agcgggagat
ccagcctgtt
accagttcca
agtgcgacat
gcaagagcga
tgcgccecect
acagcttcgt
ggatcagcct
acctgttccg
agatgatcct
tcaacttctt
agaaggccat
ccctggagtt
tctggctgat
tcttcaccgg
acgccagcat
tgcagaccag
gacgtcatat
ctccgacgag
ccecceccecgggag
ggagagcgtg
cctgagcaag
cctgagcagce
aaccgctgat
cccgtgectt
gaaattgcat

gacagcaagg
atggcttctg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440



aggcggaaag
taagcgcggce
cgccececgcetcece
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttcgcecettt
caacactcaa
cctattggtt
tgtgtgtcag
catgcatctc
aagtatgcaa
catcccgecce
ttttatttat
aggctttttt
cggatctgat
tctgatcgaa
tcgtgcttte
cgatggtttc
tccggaagtg
tgcacagggt
ggtcgcggag
cccattcgga
tgctgatccce
cgcgcaggcet
cgtgcacgcg
cattgactgg
ctggaggccg
ggagcttgca
ctatcagagc
cgcaatcgtc
ggccgtctgg
cactcgtccg
ctatgaaagg
cggggatctc
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagagc
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gcgctcttee
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttce
gaggtggcga
cgtgcgcectcet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctte
cggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct

aaccagctgg
gggtgtggtyg
tttcgecttte
tcgggggcetce
tgattagggt
gacgttggag
ccctatcteg
aaaaaatgag
ttagggtgtg
aattagtcag
agcatgcatc
ctaactccgce
gcagaggccyg
ggaggcctag
cagcacgtga
aagttcgaca
agcttcgatg
tacaaagatc
cttgacattg
gtcacgttgc
gccatggatg
ccacaaggaa
catgtgtatc
ctcgatgagc
gatttcggcect
agcgaggcga
tggttggett
ggatcgccgce
ttggttgacg
cgatccggag
accgatggct
agggcaaagg
ttgggcttcg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttcctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgctttecte
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
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ggctctaggg
gttacgcgca
ttcececttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttct
gtctattctt
ctgatttaac
gaaagtcccce
caaccaggtg
tcaattagtc
ccagttccgce
aggccgectce
gcttttgcaa
tgaaaaagcc
gcgtctecga
taggagggcg
gttatgttta
gggaattcag
aagacctgcc
cgatcgctgce
tcggtcaata
actggcaaac
tgatgctttg
ccaacaatgt
tgttcgggga
gtatggagca
ggctccgggce
gcaatttcga
ccgggactgt
gtgtagaagt
aatagcacgt
gaatcgtttt
tcttcgececa
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag
ttgcgttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccccectga
gactataaag
ccctgeecgcet
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt

ggtatcccca
gcgtgaccgce
ttctcgecac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
aggctcccca
tggaaagtcc
agcaaccata
ccattctccg
tgcctctgag
aaagctcccg
tgaactcacc
cctgatgcag
tggatatgtc
tcggcacttt
cgagagcctg
tgaaaccgaa
ggccgatctt
cactacatgg
tgtgatggac
ggccgaggac
cctgacggac
ttcccaatac
gcagacgcgce
gtatatgctc
tgatgcagct
cgggcgtaca
actcgccgat
gctacgagat
ccgggacgcec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttcct
cataaagtgt
ctcactgcce
acgcgcgggg
gctgcgctcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcce
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cgcgcecectgt
tacacttgcc
gttcgcecgge
tgctttacgg
atcgcectga
actcttgttce
agggattttg
cgcgaattaa
gcaggcagaa
ccaggctccc
gtcececgeccece
ccccecatgget
ctattccaga
ggagcttgta
gcgacgtctg
ctctcggagg
ctgcgggtaa
gcatcggccg
acctattgca
ctgcecegetyg
agccagacga
cgtgatttca
gacaccgtca
tgcceccgaag
aatggccgca
gaggtcgcca
tacttcgagce
cgcattggtc
tgggcgcagg
caaatcgccc
agtggaaacc
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttecgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectg
ctgtccgect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct

agcggcgcat
agcgccctag
tttcceegte
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
gccatttcgg
ttctgtggaa
gtatgcaaag
cagcaggcag
taactccgcece
gactaatttt
agtagtgagg
tatccatttt
tcgagaagtt
gcgaagaatc
atagctgcgce
cgctcccecgat
tctcecegecg
ttctgcagece
gcgggttcegg
tatgcgcgat
gtgcgtccegt
tccggcacct
taacagcggt
acatcttctt
ggaggcatcc
ttgaccaact
gtcgatgcga
gcagaagcgce
gacgccccag
ccgcecgectt
tccteccageg
cttataatgg
cactgcattc
cgtcgacctc
gttatccgcet
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgagce
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctcecette
tgtaggtcgt
gcgccttatce
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcecce
ccgctggtag
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccegt

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860



cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcegategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tcgtgcaccc
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca

tcgacggatcce
tgccgcatag
cgcgagcaaa
aagaatctgc
tagccatatt
cgttgtatcc
gttgacattg
gcccatatat
ccaacgaccce
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgc
gatccagcct
gcagaagttg
gagatcaata
ctattggtct
attacagctc
tcceggegte
cagctcttgg
gcaggccaag
cagcctggcece
caacgccggce
cccectgecag
cggcagcagce
gtccaccatc
gctggagccce
ggcctgggag
cgtggtgctg
gagaggcgac
cgaggacgtg
cgtgecgggcec
cgcccacctg
gcccettegge
cgcccagcegg

actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgegecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacg

gggagatctce
ttaagccagt

atttaagcta
ttagggttag
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccgce
ccgeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
ccgcggcecgg
gtcgtgaggce
gaaactgggc
tactgacatc
gccaccatgce
tcgagatcta
ctgctgctga
accttccetgg
agctggaact
gacaagtgga
gagatccaga
gtgctgagcg
tacagcaccg
ggcctgaacyg
agctggcgga
aagaacgaga
tacgaagtga
gagcacacct
aagctgatga
ctgggcgaca
cagaagccca
atcttcaagg
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gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
ccececcatgtt
agttggccgce
tgccatccegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa

Vector plg-C910-Clambda (SEQ ID NO: 177)

ccgatccecect
atctgctcce
caacaaggca
gcgttttgeg
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccce
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtce
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgcect
gaacggtgca
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
ggttctccge
tcgatgcatg
gcectggtgge
acaagttcaa
acaacaccaa
gcgececttect
acctgaccgt
aggacaagag
gcaaagtgtg
agatcatggce
gcgaagtggg
tggccaggge
acggcgtgga
tcgaggagat
acgcctacce
tgtggggceg
acatcgacgt
aggccgagaa

accatctggce
atcagcaata
cgcctceccecate
tagtttgcgce
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgettt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg

atggtgcacet
tgcttgtgtg
aggcttgacc
ctgcttcgcet
aaatcaatat
atattggcetce
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccccecat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaatcga
taagtatcaa
agagaagact
ttctctccac
tcagctgetg
ccatggtacc
cgtgacagcce
ccacgaggcce
catcaccgag
gaaggagcag
gaagctgcag
caagcggcetg
caaccccgac
caacagcctg
caagcagctg
caaccactac
cggctacgac
caagcctcetg
cagctacatc
gttctggacc
gaccgacgcc
gttcttegtg
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cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctecttgece
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcecgcea

ctcagtacaa
ttggaggtcg
gacaattgtt
aggtggtcaa
tggctattgg
atgtccaaca
tacggggtca
tggcccgect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcce
cagagctcgt
ccatagaaga
tgactctctt
ggttacaaga
cttgcgttte
aggtgtccac
ggccttetgg
aagcttgcca
gcccagagca
gaggacctgt
gagaacgtgc
agcacactgg
ctgcaggccce
aacaccatcc
aacccccagg
gactacaacg
cggeccctgt
gaggactacg
tacagcagag
tacgagcacc
agccccateg
aacctgtaca
atggtggacc
agcgtgggcece

caatgatacc
ccggaagggc
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttce
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttcccecg

tcrgceretga
ctgagtagtg
aattaacatg
tattggccat
ccattgcata
ttaccgccat
ttagttcata
ggctgaccgce
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgce
ttagtgaacc
caccgggacce
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
tgctgtggat
ccatgagcag
ccatcgagga
tctaccagag
agaacatgaa
cccagatgta
tgcagcagaa
tgaacaccat
agtgcctget
agcggctgtg
acgaggagta
gcgactactg
gccagctgat
tgcacgccta
gctgcctgece
gcctgaccgt
aggcctggga
tgcccaacat

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8777

bU
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
13980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



gacccagggce
gtgccacccce
agtgaccatg
ggcctacgcc
cgtgggcgag
gctgagcccce
cctgaccatc
gtttaagggc
gatcgtgggce
gttccacgtg
ccagttccag
catcagcaac
cgagccctgg
cctgctgaac
cgtgggctgg
cctgaagagc
ccggagcagce
cctgttecgge
cttcgtgacc
catccggatg
gttcctggge
gatcgtgttt
cggcatccgg
catcgatatc
cagcttctga
tatggatccg
ctgttccccee
agcgacttct
gcecggegtygyg
tacctgagcc
cacgagggca
gtttaaaccg
cctcecececgt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatggce
cctgtagcgg
ttgccagcge
ccggetttece
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttggccat
attaattctg
cagaagtatg
ctcceccagcea
gcccectaact
tggctgacta
ccagaagtag
ttgtatatcc
gtctgtcgag
ggagggcgaa
ggtaaatagc
ggccgcgcete
ttgcatctcc
cgctgttcetg
gacgagcggg

ttttgggaga
accgcctggg
gacgacttcc
gcccagcecct
atcatgagcc
gacttccagg
gtgggcaccc
gagatcccca
gtggtggagc
agcaacgact
gaggccctgt
agcaccgagg
accctggecce
tacttcgagce
agcaccgact
gccetgggcg
gtggcctatg
gaggaggacg
gcccccaaga
agccggagec
atccagccca
ggcgtggtga
gaccggaaga
agcaagggcg
taatctagaa
atatcgccgt
cctectecga
accctggegce
agaccaccac
tcaccccecga
gcaccgtgga
ctgatcagcc
gcectteecttg
tgcatcgcecat
caagggggag
ttctgaggcg
cgcattaagce
cctagegecce
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttcgce
tggaacaaca
ttcggectat
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
ccgcececatcece
atttttttta
tgaggaggct
attttcggat
aagtttctga
gaatctcgtg
tgcgccgatg
ccgatteegg
cgccgtgceac
cagccggtcg
ttcggcccat
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acagcatgct
acctgggcaa
tgaccgccca
tcctgetgeg
tgagcgccgce
aggacaacga
tgcccttecac
aggaccagtg
ccgtgceccca
actccttcat
gccaggccgce
ccggacagaa
tggagaatgt
ccctgttceac
ggagccccta
acaaggccta
ccatgcggca
tgagagtggc
acgtgagcga
ggatcaacga
ccctgggecce
tgggcgtgat
agaagaacaa
agaacaaccc
cgagctcgaa
ggcggecgea
ggagctgcag
cgtgaccgtg
ccccagcaag
gcagtggaag
gaagaccgtg
tcgactgtgce
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gcggegggtyg
gctccttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccectaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgatcagca
tcgaaaagtt
ctttcagctt
gtttctacaa
aagtgcttga
agggtgtcac
cggaggccat
tcggaccgca

gaccgacccc
gggcgacttc
ccacgagatg
gaacggcgcc
cacccccaag
gaccgagatc
ctacatgctg
gatgaagaag
cgacgagacc
ccggtactac
caagcacgag
actgttcaac
ggtgggcgcece
ctggctgaag
cgccgaccag
cgagtggaac
gtacttcctg
caacctgaag
catcatcccc
cgccecttecgg
tcccaaccag
cgtggtggga
ggceccggagce
cggcttecag
ttcgaagcectt
ggccagccca
gccaacaagg
gcctggaagg
cagagcaaca
agccaccgga
gcccccacceg
cttctagttg
gtgccactcc
ggtgtcattc
acaatagcag
gctggggcete
tggtggttac
ctttettecc
ggctccecttt
agggtgatgg
tggagtccac
tctcggtcta
atgagctgat
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgeccagt
ggccgaggcece
cctaggettt
cgtgatgaaa
cgacagcgtc
cgatgtagga
agatcgttat
cattggggaa
gttgcaagac
ggatgcgatc
aggaatcggt
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ggcaatgtgce
cggatcctga
ggccacatcc
aacgagggct
cacctgaaga
aacttcctgce
gagaagtggc
tggtgggaga
tactgcgacc
acccggaccce
ggccccectge
atgctgcggce
aagaacatga
gaccagaaca
agcatcaaag
gacaacgaga
aaagtgaaga
ccccggatca
cggaccgaag
ctgaacgaca
cccceecgtga
atcgtgatcc
ggcgagaacc
aacaccgacg
ctgcagacgc
aggccgctcece
ccaccctggt
ccgacagcag
acaagtacgc
gctacagctg
agtgcagcta
ccagccatct
cactgtcctt
tattctgggg
gcatgctggg
tagggggtat
gcgcagcegtyg
ttecetttete
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tcececagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tccgeccatt
gcctcectgect
tgcaaaaagc
aagcctgaac
tccgacctga
gggcgtggat
gtttatcggce
ttcagcgaga
ctgcctgaaa
gctgeggceeg
caatacacta

agaaggccgt
tgtgcaccaa
agtacgacat
ttcacgaggc
gcatcggcect
tgaagcaggc
ggtggatggt
tgaagcggga
ccgccagcect
tgtaccagtt
acaagtgcga
tgggcaagag
atgtgcgccecce
agaacagctt
tgcggatcag
tgtacctgtt
accagatgat
gcttcaactt
tggagaaggc
actccctgga
gcatctggcect
tgatcttcac
cctacgccag
acgtgcagac
gtcgacgtca
cagcgtgacc
gtgcctcatce
cccegtgaag
cgccagcagce
ccaggtgacc
atagacttaa
gttgtttgcc
tcctaataaa
ggtggggtgg
gatgcggtgg
ccccacgcege
accgctacac
gccacgttcg
tttagtgctt
gggccatcgce
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ccccagcagg
agtccccagg
ccatagtccc
ctccgcececca
ctgagctatt
tcecegggage
tcaccgcgac
tgcagctctce
atgtcctgceg
actttgcatc
gcctgaccta
ccgaactgcec
atcttagcca
catggcgtga

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
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tttcatatgc gcgattgctg atccccatgt gtatcactgg caaactgtga tggacgacac 5820
cgtcagtgcg tccgtcgecge aggctctcga tgagctgatg ctttgggceccg aggactgcecce 5880
cgaagtccgg cacctcgtgc acgcggattt cggctccaac aatgtcctga cggacaatgg 5940
ccgcataaca gcggtcattg actggagcga ggcgatgttc ggggattccc aatacgaggt 6000
cgccaacatc ttcttctgga ggccgtggtt ggcttgtatg gagcagcaga cgcgctactt 6060
cgagcggagg catccggagc ttgcaggatc gccgcggctce cgggcgtata tgctccgcecat 6120
tggtcttgac caactctatc agagcttggt tgacggcaat ttcgatgatg cagcttggge 6180
gcagggtcga tgcgacgcaa tcgtccgatc cggagccggg actgtcgggc gtacacaaat 6240
cgcccgcaga agcgcggcecg tctggaccga tggctgtgta gaagtactcg ccgatagtgg 6300
aaaccgacgc cccagcactc gtccgagggce aaaggaatag cacgtgctac gagatttcga 6360
ttccaccgee gecttctatg aaaggttggg cttcecggaatce gtttteccggg acgecggcetg 6420
gatgatcctc cagcgcgggg atctcatgect ggagttcttc geccacccca acttgtttat 6480
tgcagcttat aatggttaca aataaagcaa tagcatcaca aatttcacaa ataaagcatt 6540
tttttcactg cattctagtt gtggtttgtc caaactcatc aatgtatctt atcatgtctg 6600
tataccgtcg acctctagct agagcttggc gtaatcatgg tcatagctgt ttcctgtgtg 6660
aaattgttat ccgctcacaa ttccacacaa catacgagcce ggaagcataa agtgtaaagce 6720
ctggggtgcee taatgagtga gctaactcac attaattgcg ttgcgctcac tgcecccgettt 6780
ccagtcggga aacctgtcgt gccagctgca ttaatgaatc ggccaacgcg cggggagagg 6840
cggtttgcgt attgggcgcect cttccgecttce ctcgectcact gactcgectge gctcecggtegt 6900
tcggctgcgg cgagcggtat cagctcactc aaaggcggta atacggttat ccacagaatc 6960
aggggataac gcaggaaaga acatgtgagc aaaaggccag caaaaggcca ggaaccgtaa 7020
aaaggccgcg ttgctggegt ttttccatag gctccgcecccce cctgacgage atcacaaaaa 7080
tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc gacaggacta taaagatacc aggcgtttcce 7140
ccctggaagce tccctcecgtge gcectcectectgt tceccgaccctg ccgettaccg gatacctgte 7200
cgcctttete ccttcgggaa gegtggcegcet ttctcatage tcacgctgta ggtatctcag 7260
ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg ctgtgtgcac gaaccccccg ttcagcccga 7320
ccgctgcgcece ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggtaagac acgacttatc 7380
gccactggca gcagccactg gtaacaggat tagcagagcg aggtatgtag gcggtgctac 7440
agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg ctacactaga agaacagtat ttggtatctg 7500
cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca 7560
aaccaccgct ggtagcggtt tttttgtttg caagcagcag attacgcgca gaaaaaaagg 7620
atctcaagaa gatcctttga tcttttctac ggggtctgac gctcagtgga acgaaaactc 7680
acgttaaggg attttggtca tgagattatc aaaaaggatc ttcacctaga tccttttaaa 7740
ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtta 7800
ccaatgctta atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt ctatttcgtt catccatagt 7860
tgcctgacte cccgtecgtgt agataactac gatacgggag ggcttaccat ctggccceccag 7920
tgctgcaatg ataccgcgag acccacgctce accggctcca gatttatcag caataaacca 7980
gccagccgga agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact ttatccgcect ccatccagtce 8040
tattaattgt tgccgggaag ctagagtaag tagttcgcca gttaatagtt tgcgcaacgt 8100
tgttgccatt gctacaggca tcgtggtgtc acgctcgtcg tttggtatgg cttcattcag 8160
ctccggttce caacgatcaa ggcgagttac atgatccccc atgttgtgca aaaaagcggt 8220
tagctccttc ggtcctccga tcgttgtcag aagtaagttg gccgcagtgt tatcactcat 8280
ggttatggca gcactgcata attctcttac tgtcatgcca tccgtaagat gcttttctgt 8340
gactggtgag tactcaacca agtcattctg agaatagtgt atgcggcgac cgagttgctc 8400
ttgccecggeg tcaatacggg ataataccgce gccacatagc agaactttaa aagtgctcat 8460
cattggaaaa cgttcttcgg ggcgaaaact ctcaaggatc ttaccgctgt tgagatccag 8520
ttcgatgtaa cccactcgtg cacccaactg atcttcagca tcttttactt tcaccagcgt 8580
ttctgggtga gcaaaaacag gaaggcaaaa tgccgcaaaa aagggaataa gggcgacacg 8640
gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatattat tgaagcattt atcagggtta 8700
ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc 8760
gcgcacattt ccccgaaaag tgccacctga cg 8792
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, capaz de unirse especificamente a un
epitopo en la region de tallo de la proteina hemaglutinina (HA) de los subtipos de virus de la gripe A del grupo
filogenético 1 y los subtipos de virus de la gripe A del grupo filogenético 2, y capaz de neutralizar a al menos uno o
mas subtipos de virus de la gripe A del grupo 1, seleccionado entre el grupo que consiste en virus de la gripe A que
comprenden HA de los subtipos H1, H2, H5, H6, H8, H9 y H11, y al menos uno o mas subtipos de virus de la gripe A
del grupo 2, seleccionado entre el grupo que consiste en virus de la gripe A que comprenden HA de los subtipos H3,
H4, H7, y H10, caracterizado por que el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo también es capaz
de unirse especificamente a la proteina hemaglutinina (HA) de subtipos del virus de la gripe B.

2. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo no tiene actividad inhibidora de la hemaglutininacion.

3. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona entre el grupo que
consiste en:

un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una regién CDR1 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena
pesada de SEQ ID NO: 145, y una regiéon CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 146, una region CDR2 de
cadena ligera de SEQ ID NO: 174, y una region CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 147,

una region CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regiéon CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO:
134,

y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:
148, una regién CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 149, y una regién CDR3 de cadena ligera de SEQ ID
NO: 150,

una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO:
134,

y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 145, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:
142, una regién CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 143, y una region CDR3 de cadena ligera de SEQ ID
NO: 173;

un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una regién CDR1 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 134, y una region CDR3 de cadena
pesada de SEQ ID NO: 152, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 148, una region CDR2 de
cadena ligera de SEQ ID NO: 149, y una regién CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 150,

una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO:
134,

y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:
156, una regién CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 157, y una region CDR3 de cadena ligera de SEQ ID
NO: 158,

una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una region CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO:
130 y una region CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID
NO: 171, una regién CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 164, y una region CDR3 de cadena ligera de SEQ
IDNO: 172,y

una regién CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 139, una regién CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO:
134,

y una regién CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 152, y una region CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:
142, una regidon CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 143, y una regién CDR3 de cadena ligera de SEQ ID
NO: 144.

4. Una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Un anticuerpo o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, y/o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 4, para su uso como
medicamento.

6. Un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 5 para su uso en el
tratamiento profilactico y/o terapéutico de la infeccion por el virus de la gripe.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y/o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 4, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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FIG. 1.
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FIG. 2
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FIG. 3
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