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DESCRIPCION
Anticuerpos contra el virus de la influenza y métodos para su uso
Campo técnico de la invencion
Esta invencion se refiere en general a anticuerpos antivirales, asi como a métodos para su uso.
Antecedentes de la Invencion

Una influenza pandémica representa una de las mayores amenazas infecciosas agudas para la salud humana. La
influenza pandémica de 1918-1919 causé aproximadamente 500.000 muertes en los Estados Unidos, por lo que es el
evento mas fatal en toda la historia de los Estados Unidos. La propagacion de la influenza aviar altamente patégena
(HPAI) H5N1 a través de Asia y ahora hacia el medio oriente y el norte de Africa crea un riesgo sustancial para que
surja una nueva pandemia.

La variacion natural, asi como los mutantes de escape sugieren que la evolucién continua del virus deberia tener un
impacto en la decision sobre qué cepa o cepas deberian usarse para la inmunizacion pasiva y activa. Aunque se han
reportado una cantidad importante de estudios de mapeo de epitopos y de escape de neutralizacion, se requieren
nuevos anticuerpos neutralizantes y estudios estructurales relacionados para desarrollar estrategias de inmunizacion
contra la HPAI H5N1. Los desafios para desarrollar una vacuna protectora contra la HPAI H5N1 son formidables y se
necesitan nuevos enfoques para prevenir y tratar la infeccion humana por un enemigo en constante cambio. Existe la
necesidad de desarrollar rapidamente estrategias terapéuticas para provocar inmunidad protectora para los huéspedes,
tanto de forma pasiva como activa.

Se han realizado tremendos avances en el campo de la ingenieria de anticuerpos humanos (Ab). Las inmunoterapias
basadas en anticuerpos monoclonales (Mab) se estan convirtiendo en el estandar de atencién en un ndmero creciente
de enfermedades humanas, incluido el VSR. El cambio hacia el aislamiento de Mab humano de nueva procedencia y su
uso clinico se debe en parte a la nueva presentacion de anticuerpos y otras técnicas de exploracion de bibliotecas que
ahora se explotan para construir anticuerpos humanos con alta afinidad y especificidad. Las inmunoterapias con Mab
humano pueden proporcionar un papel cada vez mas importante en el tratamiento clinico de las enfermedades
humanas. US 5631350; Okuno, Y. et al. (1993) JOURNAL OF VIROLOGY, vol. 67, No. 5, paginas 2552-2558; y
Smirnov, Y. A. et al., (2000), ARCHIVES OF VIROLOGY, vol. 145, No. 8, paginas 1733-1741 describen un anticuerpo
monoclonal que se une a la regién del tallo de la hemaglutinina.

Sumario de la invenciéon

La invencion se define de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas y se basa en el descubrimiento de anticuerpos
monoclonales que neutralizan el virus de la influenza, por ejemplo, el virus de la influenza A. El virus de la influenza A es
un virus de influenza A del agrupamiento |, tal como un virus de influenza de agrupamiento H1. El virus de influenza de
agrupamiento H1 es un agrupamiento Hla o un agrupamiento H1lb. El anticuerpo monoclonal es completamente
humano. En diversos aspectos, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo bivalente, un anticuerpo monovalente, un
anticuerpo monocatenario o un fragmento del mismo. Especificamente, tal anticuerpo monoclonal se une a un epitopo
en la region del tallo de la proteina hemaglutinina (HA), tal como el polipéptido HA1 o HA2. El epitopo no es lineal.

Opcionalmente, el epitopo comprende tanto HA-1 como HA-2. El epitopo no es lineal. En algunos aspectos, el epitopo
comprende la posicién del aminoéacido 18, 38, 40, 291 del polipéptido HA1 y el aminoéacido en la posicién 18, 19, 20, 21,
38, 41, 42, 45, 49, 52, 53 y 56 del polipéptido HA2.

Los anticuerpos monoclonales ilustrativos incluyen anticuerpos monoclonales D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88,
E90 o H98 o un anticuerpo que se une al mismo epitopo que D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 o0 H98.

Los anticuerpos monoclonales pueden tener la afinidad de unién del anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40,
A66, D80, E88, E90 o H98. Alternativamente, la afinidad de unién puede variar de aproximadamente 1 pM a
aproximadamente 200 mM. Los anticuerpos monoclonales funcionan para inhibir la fusién viral y de la membrana
celular.

El anticuerpo monoclonal tiene una secuencia de aminoacidos variable de cadena pesada que contiene las SEQ ID
NOS: 2, 6, 12, 18, 24, 28, 32 y 36 y/o una secuencia de aminoacidos variable de cadena ligera que contiene las SEQ ID
NOS: 4, 8, 14, 16, 20, 22, 26, 30, 34y 38.

El anticuerpo monoclonal tiene una secuencia de acido nucleico variable de cadena pesada que contiene las SEQ ID
NOS: 1, 5, 13, 15, 21, 23, 29, 33, 37 y 40 y/o una secuencia de acido nucleico variable de cadena ligera que contiene
las SEQ ID NOS: 3, 9, 11, 17, 19, 25, 27, 31, 35, 39 y 42. También se describe un anticuerpo de proteina hemaglutinina
antiinfluenza monoclonal o fragmento del mismo, donde el anticuerpo tiene una region CDR1 de Vu que tiene la
secuencia de aminoacidos SYAFS, TNAFS, AYAFT, SFAIS, SYAIS, GYYIH, MTAFT o DNAIS; una regién CDR2 de Vy
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gue tiene la secuencia de aminoacidos GIIPMFGTPNYAQKFQG, GVIPLFRTASY AQNVQG, GIIGMFGTANY AQKFQG,
GISPMFGTPNY AQKFQG, GIIGVFGVPKY AQKFQG, WINPMTGGTNY AQKFQG, GISPIFRTPKY AQKFQG o
GIIPIFGKPNY AQKFQG; una region CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos SSGYYYG GGFDV,
SSGYHFGRSHFDS, GL YYYESSLDY, SPSYICSGGTCVFDH, EPGYYVGKNGFDV, GASVLRYFDWQPEALDI,
TLSSYQPNNDAFAI, o DSDAYYYGSGGMDV; una region CDR1 de V. que tiene las secuencias de aminoacidos
TGSSSNIGNYVA, TGSSSNIAANYVQ, TGTSSDVGGYNSVS, TGNSNNVGNQGAA, TGDSNNVGHQGTA,
GGNIGIGYSVH, RASQSVSSYLA, RASQSLSSKYLA, TGSSSNIGNYV A, SGSSNIGSNTVN, RASQSISSYLN o
TLSSGHSNYIA; una region CDR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos SNSDRPS, EDDRRPS, EVTKRPS,
RNNDRPS, RNGNRPS, DDKDRPS, DASNRAT, GASSRAT, SNNQRPS, AASSLQR, SNEQRPS o0 VNSDGSHTKGD y/o
una regién CDR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos QSYDSLSAYV, QSYDTNNHAYV, CSYAGHSAYV ,
STWDSSLSAVV, SVWDSSLSA WV, QVWDSGNDRPL, QQYGSSPQV, QQYDGVPRT, QSYDSRLSASL,
QQYDSSPYT, ASWDDNLSGWYV o ETWDTKIHV.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo de proteina hemaglutinina antiinfluenza monoclonal
aislado o un fragmento del mismo cuando el anticuerpo tiene una secuencia de aminoacidos de VH codificada por el
gen de la linea germinal de VH IGHV1-69 * 01 y el aminoacido en posicion: a) 27 es una valina; b) 28 es treonina; c) 30
es serina; d) 31 es serina; e) 54 es metionina; f) 55 es fenilalanina; g) 58 es treonina; h) 100 es prolina; i) 101 es serina;
j) 102 es tirosina; k) 103 es isoleucina y 105 es serina.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno causado por
un virus de la influenza administrando a una persona en riesgo de padecer dicha enfermedad o trastorno, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal o anticuerpo scFV descrito en este documento. El anticuerpo
monoclonal o el anticuerpo scFV se administra en una dosis suficiente para neutralizar el virus de la influenza. El
método también incluye la administracion de un farmaco antiviral, un inhibidor de la entrada viral o un inhibidor de la
unién viral. El farmaco antiviral es un inhibidor de la neuraminidasa, tal como zanamivir, o fosfato de oseltamivir, un
inhibidor de HA, un inhibidor del &cido sialico o un canal de iones M2, tal como la amantadina o la rimantadina. El
anticuerpo se administra antes o después de la exposicion a un virus de influenza.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para detectar la presencia de un virus de influenza en una
muestra poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo monoclonal como se describe en la presente memoria, y
detectando la presencia o ausencia de un complejo anticuerpo-antigeno, detectando asi la presencia de un virus de
influenza en una muestra. La muestra de prueba generalmente se obtiene de sangre, cabello, raspado o frotis de
mejillas, saliva, biopsia, orina, heces, esputo, aspiracién nasal o semen.

La descripcién se basa ademas en el descubrimiento de un protocolo para generar anticuerpos humanos ampliamente
neutralizantes que se dirigen a un epitopo altamente conservado en la region del tallo de HA. Mediante el uso del
ectodominio trimérico H5 expresado en baculovirus que produce N-glicanos mas cortos y manosas sin carga absorbidas
sobre una superficie plastica, se permitié la presentacion dominante del epitopo del tallo mientras se entierra la cabeza
globular normalmente inmunodominante.

Por consiguiente, también se divulga un método para producir un anticuerpo aislado que se une especificamente a un
virus de envoltura patdégena exponiendo una biblioteca de expresion de Fab de cadena sencilla a una proteina de fusion
de membrana del virus, identificando un anticuerpo en la biblioteca que se une especificamente a dicho proteina; y
aislando el anticuerpo de la biblioteca. Preferiblemente, la proteina de fusién se inmoviliza en una superficie sélida, por
ejemplo, plastico. En diversos aspectos, la proteina de fusion tiene glicosilaciones modificadas en comparacién con una
proteina de fusion de tipo silvestre. Por ejemplo, la fusién se produce en una célula no de mamifero, tal como una célula
de insecto. La proteina de fusion es, por ejemplo, una proteina de hemaglutinina (HA) trimérica.

La divulgacién proporciona ademas un método para vacunar a un sujeto contra virus de envoltura patégena tal como un
virus de influenza administrando al sujeto una proteina de fusion de membrana (por ejemplo, una proteina de
hemaglutinina (HA) trimérica recubierta) o incrustada en una matriz biolégicamente compatible. En diversos aspectos, la
proteina de fusién tiene glicosilaciones modificadas en comparacién con una proteina de fusion de tipo silvestre.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende un anticuerpo monoclonal como se
describe en este documento y kits que contienen la composicién en uno o mas contenedores e instrucciones de uso.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencién. Aunque los
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento pueden usarse en la practica o prueba
de la presente invencién, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion. En caso de conflicto, la
presente especificacion, incluidas las definiciones, primara. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo
ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.
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Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A es una ilustracién de la estructura del trimero A/Vietnam 1203/04. El sitio de unién al receptor y los sitios
de variacion antigénica se resaltan en el monémero.

La Figura 1B es una ilustracion que muestra la ubicacion de los residuos de aminoacidos en la HA de los virus de la
influenza H5N1 que estan bajo seleccién positiva.

La Figura 2 es una ilustracién esquematica de la inmunoterapia de combinacion convergente para H5N1.

La Figura 3 es una ilustracion que muestra una comparacion de la secuencia de aminoacidos de las regiones marco 1-4
(FR1-4) y las regiones 1-3 determinantes de complementariedad (CDR1-3) tanto para la VH como para la VL de los
anticuerpos antiinfluenza de la invencién. Las regiones FR y CDR se definen utilizando la base de datos de Kabat. El
nombre del gen de VH y VL se muestra a la derecha (utilizando la base de datos IMGT). Los puntos muestran la
identidad de secuencia para la secuencia consenso. Los guiones representan espacios.

La Figura 4 muestra la neutralizacién in vitro de anticuerpos anti-H5. (a) (panel superior) Los 10 nAb se convirtieron en
scFv-Fc solubles (fragmento de cadena sencilla de region variable unida a bisagra, CH2 y CH3) y se evaluaron para
determinar la actividad neutralizante contra virus pseudotipificados con H5-THO4. El porcentaje de neutralizacion a 2
concentraciones se muestra con barras de error estandar. El mAb 80R™ se us6 como control (Ctrl.). (Paneles central e
inferior), Neutralizacion de HS-VNO4 de tipo silvestre y H5-INO5 por los 10 scFv-Fc a tres concentraciones usando un
ensayo de reduccion de placa. Los resultados son consistentes con los obtenidos a partir de un ensayo de
microneutralizacién (datos no mostrados). (b) Neutralizacion del subtipo cruzado. nAb D8, F10 y A66 todos neutralizaron
virus pseudotipificados H5-TH04, H1-SC1918 ((A/ Carolina del Sur/1/1918 (H1N1)), H1-PR34 (A/Puerto Rico/8/34
(HIN1)), H2-JP57 (A/Jap6n/305/57 (H2N2)) y H6-NY98 (A/pollo/Nueva York/14677-13/1998 (HEN2)). (c) ensayo de
microneutralizacién. Titulos de neutralizacion de F10 contra H5N1 de tipo silvestre, HIN1 (A/Ohio/83 ("H1-OH83")) y 1
mg/mL de solucién madre de Ab). "<" Indica un titulo de menos de 20. Los resultados representan dos experimentos
independientes.

La Figura 5 muestra el mecanismo de Neutralizacion. (a) ensayo de inhibicion de unién a virus usando HA de longitud
completa de virus HIV-1 pseudotipificados con H5-THO04. La unién de virus a células en grupos tratados con Ab se
compar6 con la unién a células en ausencia de Ab (definido como 100%). Ninguno de los tres nAb (D8, F10 y A66)
inhibid la unién del virus a las células, mientras que un mAb anti-H5 de ratén, 17A2.1.2 y suero de hurén anti-H5N1, que
inhiben la hemaglutinacion y presuntamente se unen a la cabeza, se redujeron significativamente la unién. (b) Inhibicion
de la formacion de sincitios por nAb. Las células HelLa se transfectaron con plasmido que expresa H5-THO4. La
formacion de sincitios inducida por breve exposicion al regulador de pH 5,0 fue completamente inhibida por los nAb D8,
F10 y A66, a razén de 20 pg/mL, mientras que el control y un mAb anti-HA1 (2A) a la misma concentracion no tuvieron
efecto.

La Figura 6 muestra la estructura del epitopo H5-F10 y la conservacién de la secuencia/estructural. (a) Estructura del
trimero H5 unido a F10 (scFv). H5 es muy similar a la estructura no complejada21 (RMSD por parejas (Ca) = 1,0y 0,63
A para 2 trimeros independientes). HA1, HA2, la hélice aA de HA2, el "péptido de fusién" (FP) y F10 (VH y VL) estan
codificados por color. El tercer F10 esta escondido detras del tallo. Téngase en cuenta que VL no hace contacto con H5.
(b) Superficie de la region central del tallo. Un mondémero esta coloreado por la cadena; la ruta de FP a través del
epitopo (rojo) esta remarcada; las mutaciones que no afectan a la unién estan en color azul verdoso. El péptido de
fusiéon (FP y FP") es visible en dos monémeros. Los residuos de los epitopos se etiquetan de blanco (HA2) o amarillo
(HA1L). (c) Primer plano del epitopo que muestra la punta de F10 (cinta roja) y cadenas laterales de CDR seleccionadas.
De 1500 A? de superficie enterrada en la interfaz, el 43% implica interacciones hidréfobas. (d) Superposicion de subtipos
de HA: H1, H5 y H9 (Grupo 1) en tonos de rojo/amarillo (1IRU7, 2IBX y 1JSD); H3 y H7 (Grupo 2) en tonos de azul
(IMQL y 1TI8). Las RMSD para superposiciones por pares son de 0,56 = 0,11 A (rango observado, Grupo 1); 0,75 A
(Grupo 2); y 1,21 + 0,12 A entre grupos. Las diferencias consistentes entre los grupos incluyen la orientacion de W21,,
que esta relacionada con las direcciones alternativas de cadena lateral en 18; y 38;, el entierro de la tirosina mas
grande (Grupo 1) frente a histidina (Grupo 2) en 17, y el empaquetamiento de His111, enterrada (Grupo 1) contra W21,.
Otros residuos de epitopos estan indicados por circulos blancos numerados. N38; esta glicosilado en H3 y en el
agrupamiento H7. (e) Secuencias de los 16 subtipos de HA. Las energias de unién calculadas se indican de la siguiente
manera. fuerte = (S), intermedia = (l); débil = (W); desfavorable = (U). El resaltado indica la conservacion de la
secuencia dentro de agrupamientos y grupos. La red de contactos entre hélices que estabilizan la estructura
fusogénica29 se indican debajo de las secuencias.

La Figura 7 muestra la eficacia profilactica y terapéutica de nAb anti-H5 en ratones. Los ratones se trataron con
diferentes dosis de nAb ya sea antes o después de la exposicion viral letal. Eficacia profilactica (a, b, g y h). Los ratones
se trataron con nAb anti-H5 o mAb de control 24 horas antes la exposicion letal por via intranasal (i.n.) con 10 dosis
letales medias (MLDsg) de H5N1 o H1N1. (a) Una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 10 mg/kg de cualquiera de los tres
nAb proporciono proteccion completa de los ratones expuestos a H5-VNO04 (A/Vietnam/1203/04 (H5N1), Clado 1). Una
dosis de anticuerpo mas baja (2,5 mg/kg) también fue altamente protectora. (b) Se observo proteccién profilactica contra
virus H5-HK97 (A/Hong Kong/483/97 (H5N1), Clado 0) en 80-100% de los ratones tratados con 10 mg/kg de cualquiera
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de los tres nAb. (g) Cualquiera de los tres nAb (con 10 mg/kg de inyeccion Unica) proporcion6 una proteccion completa
de los ratones expuestos al virus H1-WSN33 (A/WSN/1933 (H1N1)). (h) D8 y F10 protegieron completamente a los
ratones expuestos a H1-PR34 (A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)) cuando se les administré una dosis de 10 mg/kg de una
inyeccién Unica. A66 proporcion6 proteccion completa de ratones cuando se les administr6 25 mg/kg de anticuerpo
como una inyeccion Unica. Eficacia terapéutica (c-f). Los ratones se inocularon con H5-VNO4 y se les inyecto nAb a las
24, 48, 72 horas después de la inoculacion (c, e y f) o con H5-HK97 a las 24 horas después de la inoculacion (d). El
tratamiento i.p. con 15 mg/kg (una dosis terapéuticamente alcanzable en humanos) de cualquiera de los 3 nAb a las 24
horas después de la inoculacion (hpi) protegié al 80-100% de los ratones expuestos con 10 veces la MLDsg del virus H5-
VNO4 o H5-HK97.

La Figura 8 ilustra SDS-PAGE vy el andlisis de filtracién en gel de proteinas HA. (a) El anticuerpo 2A se obtuvo a partir
de una seleccion dirigida por HA1 separada contra el fragmento HA1 (residuos 11-325) de H5-THO04 (panel izquierdo).
HA de H5 (cepa H5-VNO4) utilizada para la seleccion de bibliotecas se muestra en panel derecho, (b) complejo H5-
VNO4 (H5) y scFv F10. HAO se escindié completamente en HA1 y HA2 por coexpresién con furina (panel izquierdo). Los
complejos se formaron mezclando primero H5 y F10 a una relacion molar de 1:10, y luego se purificaron mediante
filtracion en gel.

La Figura 9 muestra la union de scFv-Fc anti-H5 a H5 o HA1 mediante ELISA y ELISA de competicién. (a) Se usé 1
pg/mL de scFv-Fc anti-H5 seguido de IgG1 de HRP-antihumana para detectar la union de scFv-Fc anti-H5 a HA1 (H5-
THO04) o H5 (H5-VNO04) recubiertos en una placa de ELISA. Un anticuerpo seleccionado contra la subunidad HA1, mAb
2A scFv-Fc, unido tanto a HA1 como a H5. Los 10 potentes neutralizantes scFv-Fc unidos a H5, pero no a HA1. (b) Se
mezclaron 10" pfu de fagos-scFvs anti-H5 con 5 pg/mL de scFv-Fc anti-H5 y se afiadieron a placas recubiertas con H5
(H5-VNO04), se lavaron y seguido por HRP-anti-M13 para detectar fago-scFv unidos a H5. El mAb 2A-Fc no compitié por
el epitopo reconocido por los 10 Ab seleccionados con H5. Todos los scFv-Fc seleccionados por H5 compitieron de
forma cruzada. De estos, la uniéon de Ab F10 (fago-scFv) al trimero H5 fue la menos inhibida por los otros scFv-Fc lo
gue sugiere que tiene la afinidad mas alta entre todos los Ab ensayados.

La Figura 10 muestra la caracterizacion cinética y termodinamica de la unién de H5 a los nAb D8, F10 y los A66-IgG1.
Los nAb fueron capturados en un chip CM4 a través de anti-lgG1 humana; se inyect6é H5 trimérico (H5-VNO04) a diversas
concentraciones (20; 10; 5; 2,5; 2,5; 1,25; 0,625 nM) sobre la superficie del chip. Las cinéticas de unién se evaluaron
usando un modelo de unién de Langmuir 1:1. Las curvas de union grabadas (restando el blanco de referencia) y las
curvas calculadas son muy superponibles. Cada valor de ka, kd y Kp representa la media y el error estandar de tres
experimentos.

La Figura 11 muestra las relaciones filogenéticas y la comparacion de secuencias entre subtipos de HA. Arbol
filogenético de los 16 subtipos de HA de virus influenza A basados en secuencias de aminoacidos. Cuatro
agrupamientos de subtipos HA estan sombreados en diferentes colores. Las secuencias utilizadas para el andlisis
fueron: H1 (A/Carolina del Sur/1/1918), H2 (A/Jap6n/305/1957), H3 (A/Aichi/2/1968), H4 (A/pato/Checoslovaquia/56), H5
(A/Vietham1203/2004), H6 (A/pollo/California/431/00), H7 (A/Holanda/219/03), H8 (A/pavo/Ontario/6118/68), H9
(A/cerdo/HK/9/98), H10 (A/pollo/Alemania/N49), H11l (A/pato/Inglaterra/56), H12 (A/pato/Alberta/60/76), H13
(A/gaviota/Maryland/704/77), H14 (A/pato/Astrakan/263/1982), H15 (A/pardela/Australia Occidental/2576/79) y H16
(A/gaviota de cabeza negra/Suecia/2/99).

La Figura 12 muestra titulos virales en pulmon, bazo y cerebro de ratones tratados con nAb anti-H5 después de la
exposicion a H5-VNO4. Se trataron ratones BALB/c (n = 5) mediante inyeccion i.p. de 15 mg/kg de mAb a las 24, 48 o
72 horas después de la infeccion i.n. con 10 MLDso de H5-VNO4. Los titulos virales se determinaron en pulmén, cerebro
y bazo recogidos a las 96 hpi. Los datos se muestran en forma de una distribucion de caja y bigotes en los que la caja
se extiende del percentil 25 al 75, con una linea horizontal en la mediana. Los bigotes arriba y abajo de la caja indican
los valores extremos. Los resultados del analisis estadistico de la prueba T de Student se anotan con una Unica estrella
(*) para p <0,05 y estrellas dobles (**) para p <0,01. Las flechas que cruzan el eje Y indican el limite de deteccion de la
titulacion.

La Figura 13 muestra el andlisis FACS de la union de los nAb anti-H5 a todos los HA del agrupamiento H1, incluidos H1,
H2, H5, H6, H11, H13 y H16. Se transfectaron transitoriamente células 293T con diferentes plasmidos que expresan
HA, y se analizé la unién de mAb a las células que expresan HA mediante FACS. El mAb 80R anti-SARS se us6 como
control. 2A-Fc es un anticuerpo especifico de HA de H5. También se mostré la falta de unién a un grupo 2 HA, H7. Los
detalles de la cepa viral de H11l, H13 y H16 son: H11-MP74 (A/Pato/Memphis/546/74 (H11N9)), H13-MD77
(A/Gaviota/MD/704/77 (H13N6)) y H16-DEO6 (A/Ave del litoral/DE/172/06 (H16N3)).

Descripcion detallada de la invencion

La influenza A es un virus de ARN monocatenario de sentido negativo, con un genoma de ocho segmentos que codifica
10 proteinas. Pertenece a la familia Orthomyxoviridae que incluye los géneros del virus de la influenza A, B y C tal como
se define por la antigenicidad de la nucleocapside y las proteinas de la matriz. En general, el virus de la influenza A esta
asociado con una enfermedad mas grave en los humanos. El virus de la influenza A esté subtipificado por dos proteinas
de superficie, la hemaglutinina (HA) que une el virion a la célula huésped para la entrada a la célula y la neuraminidasa
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(NA) que facilita la propagacion del virus de la progenie mediante la escision del acido sialico del huésped unido al virus
de la progenie o superficie de la célula.

Hay 16 subtipos de HA y 9 subtipos de NA que componen todos los subtipos de virus de influenza A por diversas
combinaciones de HA y NA. Todas las combinaciones de los 16 subtipos de virus HA y 9 NA se encuentran en aves
acuaticas. De los cientos de cepas de virus de la influenza A aviar, se sabe que solo cuatro han causado infecciones en
humanos: H5N1, H7N3, H7N7 y HON2. En general, la infeccion en humanos con estos virus ha producido sintomas
leves y muy poca enfermedad grave: solo ha habido un caso mortal de neumonia causada por H7N7. Sin embargo, la
excepcion es el virus H5N1 altamente patégeno, para el cual no hay inmunidad natural en humanos. La infidelidad de la
ARN polimerasa y la presion selectiva de la inmunidad del huésped pueden conducir a la acumulacion de mutaciones y
al cambio en la antigenicidad superficial de estas proteinas. Este cambio antigénico se denomina deriva antigénica.
Ademas, como resultado de su genoma segmentado, puede producirse el arrastre de segmentos de genes si dos
subtipos diferentes de virus de influenza A infectan a la misma célula. Por ejemplo, si un virus H3N2 humano y un virus
H5N1 aviar infectan al mismo tiempo a un ser humano u otro miembro de una especie de mamifero, tal evento puede
producir un nuevo H5N2. Este nuevo virus puede transmitirse de manera eficiente de humano a humano porque la
mayoria de los segmentos de genes provienen del virus humano. Tal reordenamiento genético conduciria a un
importante cambio de antigeno, el denominado cambio antigénico, lo que significaria que la mayoria de la poblacion
mundial no tendria ningun anticuerpo neutralizante contra el virus de genoma reordenado. Tal situacion, junto con la alta
mortalidad de la neumonia por influenza H5N1, es uno de los escenarios mas temidos en el campo de la salud publica.

La hemaglutinina (HA) del virus de la influenza es el antigeno mas variable del virus de la influenza, y es responsable de
la entrada del virus en las células. Se sintetiza como un polipéptido precursor trimérico HAO que se escinde
postraduccionalmente a dos polipéptidos HA1 y HA2 unidos mediante un Unico enlace disulfuro. La cadena HA1 de HA
es responsable de la unién del virus a la superficie de la célula. HA2 media la fusion de las membranas celulares y
virales en los endosomas, lo que permite la liberacion del complejo de ribonucleoproteina en el citoplasma. En contraste
con HA1L, la molécula de HA2 representa una parte relativamente conservada de HA. Una segunda proteina de
influenza inmunogénica es la neuraminidasa (NA). Esta glicoproteina tetramérica es responsable de liberar viriones del
acido sialico superficial en las células productoras, y también puede tener un papel en promover el acceso a las células
objetivo en las vias respiratorias. Aunque los anticuerpos neutralizantes contra NA son protectores en los animales y en
el hombre, hay una escasez de datos sobre sus mecanismos de acciéon. Un informe reciente sobre la estructura
cristalina de la neuraminidasa N1 demostré la presencia de una cavidad adyacente a su sitio activo que puede ser
explotada para desarrollar nuevos medicamentos contra la influenza, incluidos los anticuerpos. Este hallazgo es
particularmente importante a la luz de los informes de apariciéon de resistencia a los medicamentos para oseltamivir
(Tamiflu) y zanamivir (Relenza) para los virus H5N1

Tanto las cadenas HA1 como HA2 de HA son inmunogénicas y se han demostrado anticuerpos reactivos con ambas
cadenas después de la infeccién natural en humanos. Mientras que los anticuerpos especificos para HA1l son
mayoritariamente neutralizantes, se han descrito diferentes mecanismos de neutralizacion viral mediante Mab
especificos de HAL in vitro, incluyendo el bloqueo del sitio receptor en HAL, la inhibicién intracelular de la fusién virus-
célula o la inhibicion simultanea de unién y la inhibicién de la fusién virus-célula, dependiendo de la concentracion de
anticuerpos. Aunque menos estudiado, se ha informado de la inhibicién de la fusién celular por anticuerpos anti-HA2.

Hace méas de dos décadas, la molécula de HA del subtipo H3 se caracterizd por la secuenciacion de la HA de las
variantes de deriva antigénica y los mutantes de escape, y los epitopos antigénicos se mapearon en la estructura
tridimensional de la molécula. Desde entonces, los sitios antigénicos en H1, H2 y H5 de un virus patdgeno aviar se
mapearon en las estructuras tridimensionales de H3. Después del brote de infeccién por HSN1 en humanos en Hong
Kong en 1997 y el aislamiento del virus HON2 de casos humanos en 1999, se resolvieron las estructuras de ambas
proteinas por rayos X. Sin embargo, la deriva antigénica del aislado porcino de 1997 (A/Pato/Singapur/3/97) que se us6
para resolver la estructura, y cepas altamente patégenas aisladas mas recientemente, es significativa. De hecho, hay 28
cambios menores y dos cambios potencialmente importantes entre el aislado porcino (A/Pato/Singapur/3/97) y la cepa
HPAI H5N1 (A/Vietnam1203/04).

Los analisis filogenéticos de los genes de HA H5 del brote de 2004-2005 han mostrado dos linajes diferentes de genes
de HA, denominados clados 1 y 2. La cepa HPAI H5N1 (A/Vietnam1203/04) es un miembro del clado 1. Los virus en
cada uno de estos clados se distribuyen en regiones geograficas no superpuestas de Asia. Los virus H5N1 de Indochina
estan estrechamente agrupados dentro del clado 1, mientras que el H5N1 aislado de varios paises circundantes son
distintos de los aislados del clado 1 y pertenecen a un clado 2 mas divergente. Se aislaron virus del clado 1 de humanos
y aves en Vietnam, Tailandia y Camboya, pero solo de pajaros en Laos y Malasia. Los virus del clado 2 se encontraron
en virus aislados exclusivamente de aves en China, Indonesia, Japon y Corea del Sur. Los estudios epidemioldgicos
mas recientes analizaron 82 virus H5N1 aislados de aves de corral en Indonesia y Vietham, asi como 11 aislamientos
de humanos del sur de Vietnam junto con datos de secuencias disponibles en bases de datos publicas, para abordar
cuestiones relevantes con respecto a la introduccion del virus, endemicidad y evolucion®. El analisis filogenético mostro
gue todos los virus de Indonesia forman un sublinaje distinto de los virus del genotipo Z de H5N1, lo que sugiere que
este brote probablemente se originé a partir de una Unica introduccion por diseminacion en todo el pais durante los
Ultimos dos afios. Las continuas actividades del virus en Indonesia se atribuyeron a la transmision a través del
movimiento avicola dentro del pais, en lugar de a través de repetidas introducciones por migracién de aves. Dentro de
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Indonesia y Vietnam, los virus H5N1 han evolucionado a lo largo del tiempo en grupos geograficamente distintos dentro
de cada pais.

Recientemente, se resolvio la estructura de HA de A/Vietnam1203/4. La comparacion de sus secuencias de
aminoacidos con los genes de HA de HPAI 2004 y 2005 aislados de los virus de clado 1 y 2 identificé 13 posiciones de
variacion antigénica que se agrupan principalmente alrededor del dominio de unién al receptor, mientras que el resto
esta dentro del dominio de la esterasa vestigial. Se han identificado regiones de variaciéon antigénica en los serotipos H1
y H3 (Figura 1A). Para H1, estos sitios se designan Sa, Sh, Ca y Ch, mientras que para H3, los sitios se designan A, B,
C y D. Los mutantes de escape de las HA de H5 se pueden agrupar en tres epitopos; sitio 1: un asa expuesta (HA1
140-145) que se superpone a los sitios antigénicos A de H3 y Ca2 de H?; sitio 2: residuos 156 y 157 de HA1 que
corresponden al sitio antigénico B en serotipos H3; y 3) HA1 129-133, que esta restringido al sitio Sa en los serotipos de
los HA de H1 y H9. En los estudios recientes de Smith, la deteccion de seleccién positiva a nivel de aminoacidos indico
que ocho residuos en las proteinas HA estaban bajo seleccion positiva (Figura 1B). Estos residuos incluyen cinco en
sitios antigénicos A y E (posiciones 83, 86, 138, 140 y 141); dos implicados en la unién al receptor (posiciones 129 y
175); y la posicion 156 es un sitio para la posible glicosilacion ligada a N que esta cerca del sitio de unién al receptor.
Los resultados revelaron ademas que tres residuos en HA (Val 86, Ser 129 y Thr 156) se observaron con mayor
frecuencia en aislados humanos que en aislados de pollo o pato y probablemente representaban una adaptacion
temprana del genotipo Z de H5N1 a los seres humanos. Otro hallazgo importante de estos estudios es que las
diferencias filogenéticas entre los sublinajes de Indonesia y Vietham también se reflejaron en diferencias significativas
en la reactividad cruzada antigénica entre estos dos grupos de virus. Especificamente, los virus de Indonesia no
reaccionaron contra los antisueros de hurén contra A/Vietnam 1203/04, y los virus representativos de Vietnam no
reaccionaron con antisueros de hurén contra los virus indonesios IDN/5/06 y Dk/IDN/MS/04. Estos hallazgos estan de
acuerdo con estudios anteriores con suero humano inmune y virus H5SN1 humanos de 1997 y 2003 que indicaron que
estas cepas no solo eran filogenéticamente sino también antigénicamente distintas. Por lo tanto, la variacién natural, asi
como los mutantes de escape sugieren que la evolucién continua del virus deberia afectar la decision sobre qué cepa o
cepas se deben utilizar para la inmunizacién pasiva y activa.

La presente descripcién proporciona métodos para la identificacién, produccién y caracterizacién de anticuerpos
monoclonales humanos antiinfluenza.

Identificacion y caracterizacion de scFv y anticuerpos monoclonales

Se han identificado mAbs anti-HA humanos de alta afinidad, subtipo cruzado, ampliamente neutralizantes. Estos nAb
inhiben el proceso de fusion posterior a la unién mediante el reconocimiento de un epitopo neutralizante novedoso y
altamente conservado dentro de la region del tallo en un punto donde los elementos clave del cambio conformacional -
el péptido de fusion y la superficie expuesta de la hélice a - se ponen en aposicién. El analisis estructural y de secuencia
de los 16 subtipos de HA apunta a la existencia de solo dos variantes de este epitopo, correspondientes a las dos
agrupaciones filogenéticas de HA (Grupos 1y 2). Estos resultados plantean la posibilidad de que un pequefio coctel de
nAb derivados de un subconjunto de cada grupo podria proporcionar una amplia proteccién tanto contra la influenza
estacional como la influenza pandémica.

Un informe reciente utilizé células inmunitarias de pacientes infectados con H5N1 para aislar nAb anti-HA. Sin embargo,
sus epitopos y modos de accion no fueron informados. Sorprendentemente, se han aislado repetidamente nAb que
utilizan el mismo gen de la linea germinal de VH, IGHV1-69*01, y codifica un bucle de CDR3 que contiene una tirosina
en una posicion equivalente a Y102, de una biblioteca no inmune. Esto sugiere que existe una amplia inmunidad
cruzada anti-HA en la poblacion no modificada de H5, posiblemente debido a la exposicién previa a H1 y, para los
donantes de bibliotecas nacidos antes de 1968, subtipos de H2. El uso recurrente de este segmento de VH germinal, la
comunidad de la tirosina de CDR3 introducida a través de la insercion de N y/o el ensamblaje del gen D de linea
germinal, y el uso promiscuo de los genes de VL por los nAb descubiertos en ambos estudios, sugieren que la
frecuencia precursora de segmentos de VH reorganizados que podrian reconocer este epitopo son significativos. Esto
plantea la posibilidad de que con una exposicion adecuada al epitopo F10 identificado en la presente memoria, estos
nAb de amplio espectro puedan inducirse facilmente in vivo. Si bien ain se desconoce la complejidad genética y
estructural de los nAb requeridos para proporcionar proteccidon universal contra los subtipos de virus en ambos grupos,
nuestros datos parecen apuntar a una solucion sorprendentemente simple.

Se identificaron tres scFv anti-HA-1 Unicos por analisis de secuenciacién de los 58 clones positivos de HA-1. Estos scFv
se designaron como 38 By 1C. La secuencia de aminoacidos de VH y VL de 2A se muestra en la Tabla 1B.

Se identificaron diez scFv anti-HAOQ Unicos por analisis de secuenciacion de los 97 clones positivos de HAOQ. Estos scFv
se designaron como 7, 8, 10, 17, 40, 66, 80, 88, 90 y 98. Se revelaron 6 genes de VH diferentes y 10 de VL diferentes.
Algunos scFv comparten el mismo gen de VH. Cinco de los seis genes de VH diferentes pertenecian a la familia de
genes IGHV1-69. Tres de cada diez genes de VL eran de cadena kappa.

scFv 2A es un anticuerpo neutralizante moderado, 38B y 1C son anticuerpos no neutralizantes. Diez scFv, 7, 8, 10, 17,
40, 66, 80, 88, 90 y 98 son potentes anticuerpos neutralizantes. Figuras 4A 'y 4B
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El acido nucleico y la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos de influenza neutralizantes se proporcionan a
continuacion:

Tabla 1A. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo 2A

Cadena Vy de 2A (SEQ ID NO: 1)

CAGGTGCAGCTGCTCCAGTCTCCECCTAGAGGTGAAGAAGCCTGEGTCCTCOGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGG
CACCTTCAGTGACAATGCTATCAGCTEGGETCGCCACAGGCCCCAGCACAAGGGCTTGAGTGGATGGGEGGGCATCATTCCTA
TCTTTGGAAAACCAARCTACGCACAGAAGTTCCAGGECAGAGTCACGATTACTGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGACCTGAGGAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTGCGAGAGATTCAGACGCGTATTACTATGGTTC
GGGGECTATGGACGTCTGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V. de 2A (SEQ ID NO:3)

CTGCCTGTGCTGACTCARTCATCCTCTGCCTCTGOTTCCCTGGGAT CCTCGGTCARGCTCACCTGCACTCTGAGCAGTGG
GCATAGTAACTACATCATCGCATGGCATCAACAGCAGCCAGGGAAGECCCCTCGGTACTTGATGAAGGTTAATAGTGATG
GCAGCCACACCAAGGGEGACGGGATCCCTGATCGCTTCTCAGEGCTCCAGCTCTGGGGCTGACCGCTACCTCACCATCTCC
AACCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTAGTTATTTCTGCTGAGACCTGGGACACTAAGCATTCATGTCT TCGGAACTGGGACCAA
GGTCTCCGTCCTCAG

Tabla 1B. Secuencias de aminoacidos de la region variable del anticuerpo 22

Cadena Vy de 2A (SEQ ID NO: 2)

QVQLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDNAISKWVROAPGQGLEWMGGII PIFGKPNYAQKFQGRVTITADESTSTAY
MDLRSLRSEDTAVYYCARDSDAYYYGSGGMDVWGQGTLVTVSS

Cadena V. de 2A (SEQ ID NO: 4)

3 LPVLTQSSSASASLGSSVKLTCTLSSGHSNY I IAWHOQOPGKAPRYLMKVNSDGSHTKGDGI PDRFSGSSSGADRYLTIS
NLOSEDERSYFCETWDTKIHVFGTGTKVSVL

Tabla 1C. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo D7

Cadena Vy de D7 (SEQ ID NO: 5)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGEETCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCARGGCTCCTGGAGS
TATCTTCAACACCAATCCTTTCAGCTGGGTCCGACAGBCCOCTGGACAAGGTCTTGAGTGEGTGGGAGGGGTCATCCCTT
TGTTTCGAACAGCAAGCTACGCACAGAACGTCCAGGGCAGAGTCACCATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCTAC
ATGGAGCTTACCAGCCTGACGATCTGCGCACACGGCCGTCTATTACTGTGCGAGAAGTAGTGSTTACCATTTTAGGAGTCA
CTTTGACTCCTGGGGCCTGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V| de D7 (SEQ ID NO: 9)

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGCGTCTCCGGGGAAGACGGTGACCATCTCCTGCACCGGCAGCAGTGG
CAACATTGCCGCCAACTATGTGCAGTGGTACCAACAACGTCCGGGCAGTGCCCCCACTACTGTGATCTATGAGGATGACC
GAAGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTCTCTGGCTCCATCGACAGGTCCTCCAACTCTGCCTCCCTCACCATCTCAGGA
CTGAAGACTGAGGACGAGGCTGACTACTACTGTCAGACTTATGATACCAACAATCATGCTGTGTTCGGAGGAGGCACCCA
CCTGACCGTCCTC

Tabla 1D. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo H98

Cadena Vy de H98 (SEQ ID NO: 7)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGCGTCTCCTGCAAGGCTCCTGGAGG
TATCTTCAACACCAATGCTTTCAGCTGGGTCCGACAGGCCCCTGCGACAAGGTCTTGAGTGGGTGGGAGGGGTCATCCCTT
TGTTTCGAACAGCAAGCTACGCACAGAACGTCCAGGGCAGAGTCACCATTACCGCGGACGAATCCACCGAACACAGCCTAC
ATGGAGCTTACCAGCCTGAGATCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAGTAGTGGTTACCATTTTAGGAGTCA
CTTTGACTCCTGGGGCCTGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V| de H98 (SEQ ID NO:11)

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGAAACACGGGCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGAGGCACCTC
CAACATCGGACGTAATCATGTTAACTGGTACCAGCAACTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATGAAC
AGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAATCTGGCACCTCCGCCTCCCTGGCCGTGAGTGGGCTCCAG
TCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCATCATGGGATGACAACTTGAGTGGTTGGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCT
GACCGTCCTA

Tabla 1E. Secuencias de aminoacidos de la cadena de la region variable del anticuerpo D7 y H98

Cadena Vy de D7 y H98 (SEQ ID NO: 6)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAPGGIFNTNAFSWVRQAPGOGLEWVGGVIPLFRTASYAQNVOGRVTITADESTNTAY
MELTSLRSADTAVYYCARSSGYHFRSHFDSWGLGTLVIVSS

Cadena V| de D7 (SEQ ID NO: 8)

NFMLTQPHSVSASPGKTVIISCTGSSGNIAANYVOWYQORPGSAPTTVIYEDDRRPSGVPDRFSGSIDRSSNSASLTISG
LKTEDEADYYCOTYDTNNHAVFGGGTHLTVL

Cadena V| de H98 (SEQ ID NO: 10)

SYELTQPPSASGKHGQRVTISCSGGTSNIGRNHVNWYQQLPGTAPKLLIYSNEQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAVSGLQ
SEDEADYYCASWDDNLSGWVFGGGTKLTVL

Tabla 1F. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo D8

Cadena Vy de D8 (SEQ ID NO: 13)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGG
CACCTTCAGCGCTTATGCTTTCACCTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGCATCACCGGAA
TGTTTGGCACAGCAAACTACGCACAGAAGCTTCCAGGGCAGACTCACGATTACCGCGGACCGAACTCACGAGCACAGCCTAL
ATGGAGTTGAGCTCCCTGACATCTGAAGACACGGCCCTTTATTATTGTGCGAGAGGATTGTATTACTATGAGAGTAGTCT
TGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

Cadena V| de D8 (SEQ ID NO: 17)

CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCCGCGTCCGGGETCTCCTGGACAGT CAGTCACCATCTCCTGCACTGGAACCAGCAG
TGACGTTGGTGGTTATAACTCTGTCTCCTGGTACCAACAGCACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGAGGTCA
CTAAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGATCGCTTCTCTGCCTCCAAGTCTGGCAACACGGCCTCCCTGACCGTCTCTGGGCTC
CAGGCTGAGGATGAGGCTGATTATTTCTGCTGCTCATATGCAGGCCACAGTGCTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGT
CACCGTCCTG

Tabla 1G. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo D80

Cadena Vy de D80 (SEQ ID NO:15)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAGGGCTTCTGGAGG
CACCTTCAGCGCTTATGCTTTCACCTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGCGATGGGAGGCATCACCGGAA
TGTTTGGCACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAACTCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGTTGAGCTCCCTGACATCTGAAGACACGGCCCTTTATTATTGTGCCGAGAGGATTGTATTACTATGAGAGTAGTCT
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TGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

Cadena Vi de D80 (SEQ ID NO: 19)

GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCA
GAGTCTTAGCAGCAAGTACTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCA
GCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCACCATCAGTAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTCCTGTCAGCAGTATGATGGCGTACCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCACGGTGGAAAT
CAARA

Tabla 1H. Secuencias de aminoacidos de la cadena de la region variable del anticuerpo D8 y D80

Cadena Vy de D8 y D80 (SEQ ID NO: 12)

OVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSAYAFTWVROQAPGOGLEWMGGITGMFGTANYAQKFQGRVTITADELTSTAY
MELSSLTSEDTALYYCARGLYYYESSLDYWGQGTLVTVSS

Cadena V| de D8 (SEQ ID NO: 14)

QSVLTQPPSASGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNSVSWYQOHPGKAPKIMIYEVTKRPSGVPDRFSASKSGNTASLTVSGL
QAEDEADYFCCSYAGHSAYVFGTGTKVTVL

Cadena Vi de D80 (SEQ ID NO:16)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLSSKYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYSCQQYDGVPRTFGQGTTVEIK

Tabla 1I. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo F10

Cadena Vy de F10 (SEQ ID NO: 21)

CAGGTGECAGCTGGETGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCACGTCCTCTGAAGT
CACCTTCAGTAGTTTTGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGCTGGGAGGGATCAGCCCTA
TGTTTGGAACACCTAATTACGCGCAGAAGTTCCAAGGCAGAGTCACCATTACCGCGGACCAGTCCACGAGGACAGCCTAC
ATGGACCTGAGGAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCGAGATCTCCTTCTTACATTTGTTCTGGTGG
AACCTGCGTCTTTGACCATTGGGGCCAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCCTCA

Cadena V, de F10 (SEQ ID NO: 25)

CAGCCTGGGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCCAAGGGCTTGAGACAGACCGCCACACTCACCTGCACTGGGAACAGCAA
CAATGTTGGCAACCAAGGAGCAGCTTGGCTGCAGCAGCACCAGGGCCACCCTCCCAAACTCCTATCCTACAGGAATAATG
ACCGGCCCTCAGGGATCTCAGAGAGATTCTCTGCATCCAGGTCAGCGAAACACAGCCTCCCTGACCATTACTGGACTCCAG
CCTGAGGACGAGGCTGACTATTACTGCTCAACATGGGACAGCAGCCTCAGTGCTGTGCGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCT
GACCGTCCTA

Tabla 1J. Secuencias de acido nucleico de la regién variable del anticuerpo E90

Cadena Vy de E90 (SEQ ID NO: 23)

CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGEGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCACGTCCTCTGAAGT
CACCTTCAGTAGTTTTGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGCGACAAGCGCTTGACTGGCTGCGAGGGATCAGCCCTA
TGTTTGGAACACCTAATTACGCGCAGAAGTTCCAAGGCAGAGTCACCATTACCGCGGACCAGTCCACGAGGACAGCCTAC
ATGGACCTGAGGAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCGAGATCTCCTTCTTACATTTGTTCTGGTGG
AACCTGCGTCTTTGACCATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V| de E90 (SEQ ID NO: 27)
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GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCA
GAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGARACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTT
TGCAARAGAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATTAGCAGCCTGCAGCCT
GAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGATAGTTCACCGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGGTAGAGATCAR
A

Tabla 1K. Secuencias de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo F10 y E90

Cadena Vy de F10 y E90 (SEQ ID NO: 18)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCTSSEVTFSSFATISWVRQAPGOGLEWLGGISPMEGTPNYAQKFQGRVTITADQSTRTAY
MDLRSLRSEDTAVYYCARSPSYICSGGTCVFDHWGQGTLVTVSS

Cadena V. de F10 (SEQ ID NO:20)

QPGLTQPPSVSKGLROTATLTCTGNSENNVGNOGAAWLOQOHOGHPPKLLSYRNNDRPSGISERFSASRSGNTASLTITGLO
PEDEADYYCSTWDSSLSAVVFGGGTKLTVL

Cadena V| de E90 (SEQ ID NO: 22)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQOQKPGKAPKLLIYAASSLORGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFAVYYCQQYDSSPYTFGQGTKVEIK

Tabla 1L. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo G17

Cadena Vy de G17 (SEQ ID NO:29)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGT
CACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGTTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCGGTG
TCTTTGGTGTACCAAAGTACGCGCAGAACTTCCAGGGCAGAGTCACAATTACCGCGGACAAACCGACGAGTACAGTCTAC
ATGGAGCTGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGCCCGGGTACTACGTAGGAAAGAR
TGGTTTTGATGTCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA

Cadena V| de G17 (SEQ ID NO: 31)

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCCAAGGGCTTGAGACAGACCGCCATACTCACCTGCACTGGAGACAGCAA
CAATGTTGGCCACCAAGGTACAGCTTGGCTGCAACAACACCAGGGCCACCCTCCCARACTCCTATCCTACAGGAATGGCA
ACCGGCCCTCAGGGATCTCAGAGAGATTCTCTGCATCCAGGTCAGCGAAATACAGCCTCCCTGACCATTATTGGACTCCAG
CCTGAGGACGAGGCTGACTACTACTGCTCAGTATGGGACAGCAGCCTCAGTGCCTGGETGTTCGGCGGAGGGACCAAGCT
GACCGTCCTA

Tabla 1M. Secuencias de aminoacidos de la region variable del anticuerpo G17

Cadena Vy de G17 (SEQ ID NO: 24)

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKTSGVTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI IGVFGVPKYAQNFQGRVT ITADKPTSTVY
MELNSLRAEDTAVYYCAREPGYYVGKNGFDVWGOGTMVTVSS

Cadena V| de G17 (SEQ ID NO: 26)

SYELTQPPSVSKGLRQTAILTCTGDSNNVGHQGTAWLQOHQGHPPKLLSYRNGNRPSGISERFSASREGNTASLTIIGLO
PEDEADYYCSVWDSSLSAWVFGGGTKLTVL

| Tabla 1N. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo H40
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Cadena Vy de H40 (SEQ ID NO: 33)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAGGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCATGTAAGGCTTCTGGATA
CACCTTCACCGGTTATTATATTCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGACTTGAGTGGATGGGTTGGATCAACCCTA
TGACTGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGTCTGGGTCACCATGACCCGGGACACGTCCATCAACACAGCCTAC
ATGGAGGTGAGCAGGCTGACATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGGGGGCTTCCGTATTACGATATTTTGA
CTGGCAGCCCGAGGCTCTTGATATCTGGGGCCTCGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V. de H40 (SEQ ID NO: 35)

CAGCCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGCATTCCCTGTGGGGGGAACAACAT
TGGAGGCTACAGTGTACACTGGTACCAACAAAAGCCGGGCCAGGCCCCCCTCTTGGTCATTTATGACGATAAAGACCGGC
CCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCGCCAACTCTGGGAGCACGGCCACCCTGACAATCAGCAGGGTCGARAGCCGGG
GATGAGGGCGACTACTACTGTCAGGTGTGGGATAGTGGTAATGATCGTCCGCTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGT
CCTA

Tabla 10. Secuencias de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo H40

Cadena Vy de H40 (SEQ ID NO: 28)

QVOLVQOSGAEVRKPGASVKVSCKASGYTFTGYY ITHWVRQAPGOGLEWMGW INPMTGGTNYAQKFOQVWVTMTRDTS INTAY
MEVSRLTSDDTAVYYCARGASVLRYFDWQPEALDIWGLGTTVTVSS

Cadena V. de H40 (SEQ ID NO: 30)

QPVLTQPPSVSVAPGQTASIPCGGNNIGGYSVHWYQQOKPGQAPLLVIYDDKDRPSGIPERFSGANSGSTATLTISRVEAG
DEGDYYCQVWDSGNDRPLFGGGTKLTVL

Tabla 1P. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo A66

Cadena Vy de A66 (SEQ ID NO: 37)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGCTCCTCGGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGAGG
CCCCTTCAGCATGACTGCTTTCACCTGGCTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGTGGGATCAGCCCTA
TCTTTCGTACACCGAAGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACCGAACACAGCCAAC
ATGGAGCTGACCAGCCTGAAATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAACCCTTTCCTCCTACCAACCGAATAA
TGATGCTTTTGCTATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA

Cadena Vi de A66 (SEQ ID NO: 39)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGT CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCA
GAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACA
GGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCT
GAAGATTTTGCAGTCTATTTCTGTCAGCAGTATGCGTAGCTCACCTCAATTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

Tabla 1Q. Secuencias de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo A66

Cadena Vy de A66 (SEQ ID NO: 32)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFSMTAFTWLROQAPGOGLEWMGGISPIFRTPKYAQKFQGRVTITADESTNTAN
MELTSLKSEDTAVYYCARTLSSYQPNNDAFATWGOGTMVTVSS

Cadena Vi de A66 (SEQ ID NO: 34)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYFCQQOYGSSPQFGQGTRLEIK
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Tabla 1R. Secuencias de acido nucleico de la region variable del anticuerpo E88

Cadena Vy de E88 (SEQ ID NO: 40)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGCTCCTCGGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGAGG
CCCCTTCAGCATGACTGCTTTCACCTGGCTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGETGGGATCAGCCCTA
TCTTTCGTACACCGAAGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCAAC
ATGGAGCTGACCAGCCTGAAATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAACCCTTTCCTCCTACCAACCGAATAR
TGATGCTTTTGCTATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA

Cadena V., de E88 (SEQ ID NO: 42)

CTGCCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTC
CAACATCGGAAGTAATACTGTAAACTGGTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATAATC
AGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAGGTCAGGCACCTCAGCCTCCCTGGCCATCATTGGACTCCGG
CCTGAGGATGAAGCTGATTATTACTGTCAGTCGTATGACAGCAGGCT CAGTGCTTCTCTCTTCGGAACTGGGACCACGGT
CACCGTCCTC

Tabla 1S. Secuencias de amino&cidos de la regién variable del anticuerpo E88

Cadena Vy de E88 (SEQ ID NO: 36)

OVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFSMTAFTWLROAPGOGLEWMGGISPIFRTPKYAQKFQGRVTITADESTNTAN
MELTSLKSEDTAVYYCARTLSSYQPNNDAFAIWGQGTMVITVSS

Cadena V., de E88 (SEQ ID NO: 38)

LPVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQLPGTAPKLLIYSNNQRPSGVPDRFSGSREGTSASLATIIGLR
PEDEADYYCQSYDSRLSASLFGTGTTVTVL

Las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada y ligera de
los anticuerpos neutralizantes de la influenza se muestran en la Tabla 2 a continuacion y en la Figura 3.

Tabla 2
Anticuerpo CDR1 CDR2 CDR3
CONSENSO | SYAFS (SEQ ID NO: 43) GIIPMFGTPNYAQKFQG (SEQ SSGYYYG GGFDV (SEQ ID
ID NO: 51) NO: 59)
D7/H98VH TNAFS (SEQ ID NO: 44) GVIPLFRTASYAQNVQG (SEQ SSGYHFGRSHFDS (SEQ ID
ID NO: 52) NO: 60)
D8/D80VH AYAFT (SEQ ID NO: 45) GIIGMFGTANYAQKFQG (SEQ GLYYYESSLDY (SEQ ID NO:
ID NO: 53) 61)
F10/90VH SFAIS (SEQ ID NO: 46) GISPMFGTPNYAQKFQG (SEQ SPSYICSGGTCVFDH (SEQ ID
ID NO: 54) NO: 62)
G17VvH SYAIS (SEQ ID NO: 47) GIIGVFGVPKYAQKFQG (SEQ EPGYYVGKNGFDV (SEQ ID
ID NO: 55) NO: 63)
H40VH GYYIH (SEQ ID NO: 48) WINPMTGGTNYAQKFQV (SEQ | GASVLRYFDWQPEALDI (SEQ
IQ NO: 56) ID NO: 64)
A66VH MTAFT (SEQ ID NO: 49) GISPIFRTPKYAQKFQG (SEQ ID | TLSSYQPNNDAFAI (SEQ ID
NO: 57) NO: 65)
2AVH DNAIS (SEQ ID NO: 50) GIIPIFGKPNYAQKFQG (SEQ ID | DSDAYYYGSGGMDYV (SEQ ID
NO: 58) NO: 66)
CONSENSO | TGSSSNIGNYVA (SEQ ID NO: SNSDRPS (SEQ ID NO: 79) QSYDSLSAYV (SEQ ID NO: 91)
67)
D7VL TGSSSNIAANYVQ (SEQ ID EDDRRPS (SEQ ID NO: 80) QSYDTNNHAYV (SEQ ID NO:
NO: 68) 92)
DD8VL TGTSSDVGGYNSVS (SEQ ID EVTKRPS (SEQ ID NO: 81) CSYAGHSAYV (SEQ ID NO:
NO: 69) 93)
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F10VL TGNSNNVGNQGAA (SEQ ID RNNDRPS (SEQ ID NO: 82) STWDSSLSAVV (SEQ ID NO:
G17VH 'I’\'lgb;(l)\iNVGHQGTA (SEQ ID RNGNRPS (SEQ ID NO: 83) gA\r/)WDSSLSAWV (SEQ ID NO:
H40VH ’C\l-}g-l\l?l\:lLl)GGYSVH (SEQIDNO: | DDKDRPS (SEQ ID NO: 84) s(935\3WDSGNDRP|_ (SEQ ID NO:
AB6VH ZSA)SQSVSSYLA (SEQIDNO: | DASNRAT (SEQ ID NO: 85) QQ%YGSSPQV (SEQ ID NO: 97)
D8OVL ESA)SQSLSSKYLA (SEQIDNO: | GASSRAT (SEQ ID NO: 86) QQYDGVPRT (SEQ ID NO: 98)
E88VL 'T’LC?SSSNIGNYVA (SEQIDNO: | SNNQRPS (SEQ ID NO: 87) QSYDSRLSASL (SEQ ID NO:
E90VK QSG)SSSNIGSNTVN (SEQ D AASSLQR (SEQ ID NO: 88) QQ%YDSSPYT (SEQ ID NO:
NO: 76) 100)

HI8VL RASQSISSYLN (SEQ ID_NO: | SNEQRPS (SEQ ID NO: 89) ASWDDNLSGWV (SEQ ID NO:
2AVL 'EgSSGHSNYIIA (SEQ ID NO: ;/(l)\;SDGSHTKGD (SEQ ID NO: éc'l)’%lleTKlHV (SEQ ID NO: 102)

Los expertos en la técnica reconoceran que scFv adicionales y anticuerpos monoclonales que tienen afinidades de
union diferentes también pueden ser terapéuticamente eficaces. Por ejemplo, los anticuerpos y scFv que tienen
afinidades de union que varian de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 200 mM también pueden ser
terapéuticamente eficaces.

Neutralizacion de H5N1 con anticuerpos antigripales.

Se incubaron virus pseudotipificados H-5 con scFv bivalente y anticuerpos de longitud completa y se puso en contacto
la mezcla anticuerpo-virus con células 293T. La infectividad se cuantificé midiendo la actividad de la luciferasa en las
células objetivo. Los anticuerpos D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 tienen una potente actividad de
neutralizacion contra H5. Los anticuerpos D8, F10 y A66 también cruzaron el HIN1 neutralizado, la cepa H1-SC/1918
neutralizada de manera potente y la cepa moderadamente neutralizada H1-PR-34 (Figuras 4A 'y 4B)

Caracterizacion del epitopo 8, 10 y 66.

El mapeo de epitopos primarios de la union de 8,10 y 66 a la proteina hemaglutinina de la influenza (HA) mostré que los
epitopos de estos tres anticuerpos eran similares y estan ubicados en las posiciones 307 en HA1 y en las posiciones 52,
59, 65y 93 en HA2. Este epitopo esta compuesto por la proteina hemaglutinina que no es desprendida por el virus. Esto
es diferente a la mayoria de otros anticuerpos antigripales conocidos que se unen a la proteina neuraminidasa que es
desprendida por el virus.

Caracterizacion estructural del epitopo nAb

El epitopo y modo de unién de uno de los nAb, F10, resolviendo la estructura cristalina de su fragmento scFv en
complejo con HA (H5-VNO04) a una resolucion de 3,2 A, y mediante mutagénesis. (Fig. 6 y Tabla 4)

En el complejo, cada trimero de H5 se une a tres moléculas de F10, en sitios relacionados con la simetria, comprando
~1500 A? de superficie de proteina por anticuerpo; la estructura de H5 en si misma no se ve significativamente alterada
por la unién de F10. HA se sintetiza como una cadena sencilla, HAO, que se activa por escision proteolitica en dos
subunidades, HA1 y HA2. La escisién conduce al entierro del "péptido de fusiéon" (que comprende los primeros ~ 21
residuos de HA2) en el vastago proximal a la membrana. La unién de F10 ocurre exclusivamente en esta region (Fig. 6),
estableciendo contactos intimos con el péptido de fusién, elementos de HA1 y HA2 (los cuales son parte integral de la
estructura de esta regién) que bloquean el péptido en su lugar en la conformaciéon de pH neutro, asi como la horquilla
helicoidal grande de HA2 que experimenta un cambio de conformacion masivo a pH acido para propulsar el péptido de
fusién desde su bolsillo proximal de la membrana viral a la superficie distal del virus, donde puede desencadenar la
fusién con la membrana endosémica.

La cadena pesada de F10 juega el papel principal en la unién a H5, utlizando las puntas de sus tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR). Cada molécula F10 establece contactos con las subunidades HA1 y HA2
dentro de un solo monoémero del trimero de HA (Fig. 6). La regién de contacto comprende un bolsillo formado por parte
del péptido de fusién de HA2, con elementos de HAL en un lado y una cara expuesta de hélice aA de HA2 en el otro
(Figura 6). Una triada de residuos de anticuerpos - F55 y M54 de CDR H2, y Y102 de CDR H3 - forman puntos de
contacto principales. El anillo de fenilo de F55 se extiende a través de una superficie plana formada por un bucle
prominente del bucle peptidico de fusion (residuos DGW de HA2 19,-21, (esquema de numeracion de H3; los
subindices 1y 2 se refieren a cadenas HA1 y HA2)) y las cadenas laterales aromaticas de dos histidinas flanqueantes
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(residuos 181 y 38;) y un triptéfano, W21,, que forma la parte posterior del bolsillo. La cadena lateral de M54 también
entra en contacto con los anillos aromaticos de W21, y H38;, asi como con la cadena lateral de 145, de la hélice aA,
mientras que su cadena principal carbonilo de oxigeno hidrégeno se une con la cadena lateral de H38;. Y102 inserta su
cadena lateral en una hendidura hidréfoba creada por cuatro cadenas laterales de la hélice aA, y también enlaces de
hidrégeno con una cadena principal carbonilo (D19;) del péptido de fusién. El bucle CDR H1 hace miiltiples contactos
con el extremo terminal C de la hélice oA y un bucle de HA1 en la base de la regién de la cabeza (Figuras 6B y 6C).

En paralelo, se llevaron a cabo experimentos de mutagénesis en la hélice aA para ayudar a definir el epitopo (Fig. 6).
Las mutaciones en 3 residuos que entran en contacto directo con el anticuerpo: V52A/E, N53A e I56A, redujeron
significativamente o suprimieron la unién del anticuerpo, mientras que la mutacién conservadora, V52L, no tuvo ningin
efecto. Como controles, las mutaciones en una cara expuesta diferente de la hélice, que no entra en contacto con el
anticuerpo, no tuvieron ningun efecto sobre la unién del anticuerpo (Figura 4D). Por lo tanto, la mutagénesis de la hélice
aA es completamente coherente con el epitopo definido cristalograficamente para F10. Ademas, los otros dos nAb, para
los cuales no existen datos estructurales, mostraron un perfil de unién a mutante-nAb casi idéntico, indicativo de un
epitopo estrechamente coincidente y consistente con la union competitiva (Figura 6, Figura 9). Tomados en conjunto,
concluimos que los tres nAb neutralizan virus estabilizando la conformacién de pH neutro de HA en una regién que
proporciona el desencadenante (la liberacién mas probable del péptido de fusién de su bolsillo) para cambios
conformacionales que conducen al estado fusogénico.

Anticuerpos

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina y porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a
antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno. Por "se une especificamente” o
"inmunorreacciona con" se entiende que el anticuerpo reacciona con uno o mas determinantes antigénicos del antigeno
deseado y no reacciona con otros polipéptidos. Los anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, bibliotecas de expresion
de dAb (anticuerpo de dominio) policlonal, monoclonal, quimérico, fragmentos Fap, Fay Y Faw)2 monocatenarios, scFv y
Fab.

Una molécula polipeptidica de Fv de cadena sencilla ("scFv") es un heterodimero Vu::V. unido covalentemente, que se
puede expresar a partir de una fusion génica que incluye genes que codifican Vy y Vi unidos mediante un enlazador que
codifica un péptido. (Véase Huston et al. (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85 (16): 5879-5883). Se han descrito varios
métodos para discernir estructuras quimicas para convertir las cadenas polipeptidicas ligera y pesada naturalmente
agregadas, pero quimicamente separadas, de una region V de anticuerpo en una molécula de scFv, que se plegara en
una estructura tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de union al antigeno. Véanse, por
ejemplo, las patentes estadounidenses Nos. 5.091.513, 5.132.405, y 4.946.778.

Se han creado y pueden crearse bibliotecas de scFv humanas no modificadas muy grandes para ofrecer una gran
fuente de genes de anticuerpos reordenados frente a una plétora de moléculas objetivo. Las bibliotecas mas pequefias
se pueden construir a partir de individuos con enfermedades infecciosas con el fin de aislar anticuerpos especificos de
la enfermedad. (Véase Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9339-43 (1992); Zebedee et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: 3175-79 (1992)).

En general, las moléculas de anticuerpo obtenidas de humanos se refieren a cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE
e IgD, que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Ciertas clases también
tienen subclases, como IgG1, IgG2 y otras. Ademas, en humanos, la cadena ligera puede ser una cadena kappa o una
cadena lambda.

El término "sitio de unién a antigeno" o "porcién de unién" se refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que
participa en la unién al antigeno. El sitio de union al antigeno esta formado por residuos de aminoéacidos de las regiones
variables ("V") del extremo terminal N de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos altamente divergentes
dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera, denominadas "regiones hipervariables”, se interponen entre
los tramos flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones marco" o "FR". Por lo tanto, el término "FR" se
refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran naturalmente entre, y adyacentes a, regiones hipervariables en
inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres
regiones hipervariables de una cadena pesada estan dispuestas una respecto de la otra en un espacio tridimensional
para formar una superficie de union al antigeno. La superficie de unién al antigeno es complementaria a la superficie
tridimensional de un antigeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesada y ligera se
denominan "regiones determinantes de complementariedad" o "CDR".

Como se usa en este documento, el término "epitopo" incluye cualquier determinante de proteina capaz de unirse
especificamente a una inmunoglobulina, un scFv o un receptor de células T. Los determinantes epitopicos suelen
consistir en agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales
de azucar y, por lo general, tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de
carga especificas. Por ejemplo, se pueden generar anticuerpos contra péptidos del terminal N o del terminal C de un
polipéptido.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 536 T3

Como se usa en el presente documento, los términos "unién inmunolégica" y "propiedades de unién inmunolégica" se
refieren a las interacciones no covalentes del tipo que se produce entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno
para el que la inmunoglobulina es especifica. La fuerza o afinidad de las interacciones de unién inmunolégica se puede
expresar en términos de la constante de disociacion (Kg) de la interaccion, donde una Kq mas pequefia representa una
afinidad mayor. Las propiedades de unién inmunolédgica de polipéptidos seleccionados se pueden cuantificar usando
métodos bien conocidos en la técnica. Uno de tales métodos implica medir las velocidades de formacion y disociacién
del complejo sitio de union al antigeno/antigeno, donde esas velocidades dependen de las concentraciones de los
socios del complejo, la afinidad de la interaccion y los pardmetros geométricos que influyen igualmente en la velocidad
en ambas direcciones. Por lo tanto, tanto la "constante de afinidad" (Ko,) como la "constante de disociacion" (Ko)
pueden determinarse mediante el célculo de las concentraciones y las relaciones reales de asociacion y disociacion.
(Véase Nature 361: 186-87 (1993)). La relacion de Koi/Kon permite la cancelacion de todos los parametros no
relacionados con la afinidad, y es igual a la constante de disociacion Ky. (Véase, en general, Davies et al. (1990) Annual
Rev Biochem 59: 439-473). Se dice que un anticuerpo de la presente invencion se une especificamente a un epitopo de
influenza cuando la constante de unién en equilibrio (Kq) es < 1 uM, preferiblemente < 100 nM, mas preferiblemente < 10
nM, y lo mas preferiblemente < 100 pM hasta aproximadamente 1 pM, medido por ensayos tales como ensayos de
unién de radioligando o ensayos similares conocidos por los expertos en la técnica.

Una proteina de la influenza (por ejemplo, HA o neuraminidasa) de la descripciéon o un derivado, fragmento, analogo,
homologo u ortélogo de la misma, se puede utilizar como un inmundégeno en la generacion de anticuerpos que unen
inmunoespecificamente estos componentes proteicos.

Los expertos en la técnica reconoceran que es posible determinar, sin excesiva experimentacion, si un anticuerpo
monoclonal humano tiene la misma especificidad que un anticuerpo monoclonal humano de la invencion al determinar si
el primero impide que este Ultimo se una a la proteina HA del virus de la influenza. Si el anticuerpo monoclonal humano
gue se prueba compite con el anticuerpo monoclonal humano de la invencion, como se muestra por una disminucion en
la unién por el anticuerpo monoclonal humano de la invencion, entonces es probable que los dos anticuerpos
monoclonales se unan al mismo o a un epitopo estrechamente relacionado.

Otra forma de determinar si un anticuerpo monoclonal humano tiene la especificidad de un anticuerpo monoclonal
humano de la invencién es incubar previamente el anticuerpo monoclonal humano de la invencion con la proteina HA de
la influenza, con la que normalmente es reactivo, y luego afiadir el anticuerpo monoclonal humano que se esta
probando para determinar si el anticuerpo monoclonal humano que se esta probando se inhibe en su capacidad de
unirse a la proteina HA. Si el anticuerpo monoclonal humano que se prueba se inhibe entonces, con toda probabilidad,
tiene la misma especificidad epitépica, o funcionalmente equivalente, que el anticuerpo monoclonal de la invencion. El
cribado de anticuerpos monoclonales humanos de la invencion también se puede llevar a cabo utilizando el virus de la
influenza y determinando si el anticuerpo monoclonal de prueba puede neutralizar el virus de la influenza.

Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para la producciéon de anticuerpos policlonales o
monoclonales dirigidos contra una proteina de la divulgacion, o contra derivados, fragmentos, analogos, homélogos u
ortélogos de los mismos. (Véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E, y Lane D, 1988, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

Los anticuerpos pueden purificarse mediante técnicas bien conocidas, tales como la cromatografia de afinidad usando
proteina A o proteina G, que proporcionan principalmente la fraccion de IgG del suero inmune. Posteriormente, o
alternativamente, el antigeno especifico que es el objetivo de la inmunoglobulina buscada, o un epitopo del mismo, se
puede inmovilizar en una columna para purificar el anticuerpo inmune especifico mediante cromatografia de
inmunoafinidad. La purificacion de inmunoglobulinas se analiza, por ejemplo, por D. Wilkinson (The Scientist, publicado
por The Scientist, Inc., Filadelfia PA, Vol. 14, No. 8 (17 de abril de 2000), pags. 25-28).

El término "anticuerpo monoclonal” o "MAb" o "composicion de anticuerpo monoclonal’, como se usa en el presente
documento, se refiere a una poblacion de moléculas de anticuerpos que contiene solo una especie molecular de
molécula de anticuerpo que consiste en un producto génico Unico de cadena ligera y un producto génico Unico de
cadena pesada. En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal son
idénticas en todas las moléculas de la poblacion. Los MAb contienen un sitio de unién a antigeno capaz de
inmunorreaccionar con un epitopo particular del antigeno caracterizado por una afinidad de unién Gnica para él.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y
Milstein, Nature, 256: 495 (1975). En un método de hibridoma, un ratén, hamster u otro animal huésped apropiado, se
inmuniza tipicamente con un agente inmunizante para provocar linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se uniran especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos se pueden inmunizar
in vitro.

El agente inmunizante tipicamente incluira el antigeno de proteina, un fragmento del mismo o una proteina de fusién del

mismo. Generalmente, se usan linfocitos de sangre periférica si se desean células de origen humano, o células de bazo
o células de ganglios linfaticos si se desean fuentes de mamiferos no humanos. Los linfocitos luego se fusionan con una
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linea celular inmortalizada usando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de
hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pags. 59-103). Las lineas
celulares inmortalizadas generalmente son células de mamifero transformadas, particularmente células de mieloma de
origen en roedor, bovino y humano. Habitualmente, se emplean lineas celulares de mieloma de rata o raton. Las células
de hibridoma se pueden cultivar en un medio de cultivo adecuado que preferiblemente contiene una o mas sustancias
que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células
parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo
para los hibridomas generalmente incluira hipoxantina, aminopterina y timidina ("medio HAT"), sustancias que previenen
el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se fusionan de manera eficiente, soportan la expresion
estable de alto nivel del anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a un
medio tal como el medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas preferidas son lineas de mieloma murino, que
pueden obtenerse, por ejemplo, del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California, y la American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma
de ratén-humano para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos. (Véase Kozbor, J. Immunol., 133: 3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
(1987) paginas 51-63)).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma puede a continuacién ensayarse en cuanto a la
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de union de los
anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacién o
mediante un ensayo de union in vitro, tal como un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo de inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA). Dichas técnicas y ensayos son conocidos en la técnica. La afinidad de unién del anticuerpo
monoclonal puede determinarse, por ejemplo, mediante el analisis de Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem.,
107: 220 (1980). Ademas, en aplicaciones terapéuticas de anticuerpos monoclonales, es importante identificar
anticuerpos que tengan un alto grado de especificidad y una alta afinidad de union por el antigeno objetivo.

Después de que se identifican las células de hibridoma deseadas, los clones se pueden subclonar mediante
procedimientos de diluciéon limitante y cultivar por métodos estandar. (Véase Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, Academic Press, (1986) paginas 59-103). Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por
ejemplo, medio de Eagle modificado de Dulbecco y medio RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se
pueden cultivar in vivo como ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse del medio de cultivo o fluido
de ascitis mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales tales como, por ejemplo,
cromatografia de proteina A-Sefarosa, de hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden preparar mediante métodos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la patente de los Estados Unidos No. 4.816.567. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la
invencion se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas
de oligonucledtido que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de
anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la divulgacion sirven como una fuente preferida de dicho ADN. Una
vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que luego se transfectan en células hospedadoras tales
como células COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma que no producen proteina
de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes.
El ADN también se puede modificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante de dominios constantes de
cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuencias murinas homélogas (véase la patente de Estados Unidos
No. 4.816.567; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) o uniendo covalentemente a la secuencia codificante de
inmunoglobulina la totalidad o parte de la secuencia codificante de un polipéptido no de inmunoglobulina. Tal polipéptido
no de inmunoglobulina puede sustituirse por los dominios constantes de un anticuerpo de la invencién, o puede
sustituirse por los dominios variables de un sitio de combinacion de antigeno de un anticuerpo de la invencién para
crear un anticuerpo bivalente quimérico.

Los anticuerpos completamente humanos son moléculas de anticuerpo en las que la secuencia completa tanto de la
cadena ligera como de la cadena pesada, que incluye las CDR, proviene de genes humanos. Dichos anticuerpos se
denominan "anticuerpos humanos" o "anticuerpos completamente humanos" en este documento. Los anticuerpos
monoclonales humanos pueden prepararse usando la técnica de trioma; la técnica del hibridoma de células B humanas
(véase Kozbor, et al., 1983 Immunol Today 4: 72); y la técnica de hibridoma EBV para producir anticuerpos
monoclonales humanos (véase Cole, et al., 1985 en: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R.
Liss, Inc., pags. 77-96). Se pueden utilizar anticuerpos monoclonales humanos y se pueden producir usando hibridomas
humanos (véase Cote, et al., 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) o transformando células B humanas con
virus de Epstein Barr in vitro (véase Cole, et al., 1985 en: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan
R. Liss, Inc., pags. 77-96).

Ademas, los anticuerpos humanos también se pueden producir usando técnicas adicionales, que incluyen bibliotecas de
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presentacién en fagos. (Véase Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581
(1991)). De forma similar, los anticuerpos humanos pueden prepararse introduciendo loci de inmunoglobulina humana
en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena se han inactivado
parcial o completamente. Tras la exposicion, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se parece mucho a
la que se observa en humanos en todos los aspectos, incluida la reorganizacién genética, el ensamblaje y el repertorio
de anticuerpos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Nos. 5.545.807, 5.545.806,
5.569.825, 5,625,126, 5,633,425, 5.661.016, y en Marks et al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al.,
Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51
(1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995).

Los anticuerpos humanos se pueden producir adicionalmente usando animales transgénicos no humanos que se
modifican para producir anticuerpos completamente humanos en lugar de los anticuerpos endégenos del animal en
respuesta al reto por un antigeno. (Véase la publicacion PCT W094/02602). Los genes enddgenos que codifican las
cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera en el huésped no humano han sido incapacitados, y los loci activos que
codifican las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera humanas se insertan en el genoma del huésped. Los genes
humanos se incorporan, por ejemplo, usando cromosomas artificiales de levadura que contienen los segmentos de ADN
humano requeridos. Entonces se obtiene un animal que proporciona todas las modificaciones deseadas como progenie
mediante cruzamiento de animales transgénicos intermedios que contienen menos que el complemento total de las
modificaciones. La realizacion preferida de dicho animal no humano es un ratén, y se denomina Xenomouse“™ como se
describe en las publicaciones PCT WO 96/33735 y WO 96/34096. Este animal produce células B que secretan
inmunoglobulinas completamente humanas. Los anticuerpos se pueden obtener directamente del animal después de la
inmunizacién con un inmunégeno de interés, como, por ejemplo, una preparacion de un anticuerpo policlonal, o
alternativamente de células B inmortalizadas derivadas del animal, tales como hibridomas que producen anticuerpos
monoclonales. Adicionalmente, los genes que codifican las inmunoglobulinas con regiones variables humanas pueden
recuperarse y expresarse para obtener los anticuerpos directamente, o pueden modificarse adicionalmente para obtener
analogos de anticuerpos tales como, por ejemplo, moléculas de Fv de una sola cadena (scFv).

Un ejemplo de un método para producir un huésped no humano, ejemplificado como un raton, que carece de expresion
de una cadena pesada de inmunoglobulina endégena se describe en la patente de los Estados Unidos No. 5.939.598.
Puede obtenerse mediante un método, que incluye eliminar los genes del segmento J de al menos un locus de cadena
pesada enddgena en una célula madre embrionaria para evitar la reorganizacion del locus y evitar la formacion de una
transcripcion de un locus de cadena pesada de inmunoglobulina reorganizada, la eliminacion se efectila mediante un
vector de direccionamiento que contiene un gen que codifica un marcador seleccionable; y produciendo a partir de la
célula madre embrionaria un ratén transgénico cuyas células somaticas y germinales contienen el gen que codifica el
marcador seleccionable.

Un método para producir un anticuerpo de interés, tal como un anticuerpo humano, se describe en la patente de los
Estados Unidos No. 5.916.771. Este método incluye introducir un vector de expresion que contiene una secuencia de
nucledtidos que codifica una cadena pesada en una célula huésped de mamifero en cultivo, introducir un vector de
expresion que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica una cadena ligera en otra célula huésped de
mamifero y fusionar las dos células para formar una célula hibrida. La célula hibrida expresa un anticuerpo que contiene
la cadena pesada y la cadena ligera.

En una mejora adicional de este procedimiento, un método para identificar un epitopo clinicamente relevante en un
inmunogeno, y un método correlativo para seleccionar un anticuerpo que se une inmunoespecificamente al epitopo
relevante con alta afinidad, se describen en la publicacion PCT WO 99/53049.

El anticuerpo puede expresarse mediante un vector que contiene un segmento de ADN que codifica el anticuerpo
monocatenario descrito anteriormente.

Estos pueden incluir vectores, liposomas, ADN desnudo, ADN asistido por adyuvante, pistola génica, catéteres, etc. Los
vectores incluyen conjugados quimicos tales como los descritos en el documento WO 93/64701, que tiene una fraccion
de direccionamiento (por ejemplo, un ligando para un receptor de la superficie celular), y una fraccién de unién a acido
nucleico (por ejemplo, polilisina), vector viral (por ejemplo, un vector viral de ADN o ARN), proteinas de fusion tales
como las descritas en el documento PCT/US 95/02140 (WO 95/22618) que es una proteina de fusién que contiene una
fraccion objetivo (por ejemplo, un anticuerpo especifico para una célula objetivo) y una fraccion de unién a acido
nucleico (por ejemplo, una protamina), plasmidos, fago, etc. Los vectores pueden ser cromosOmicos, N0 cromosémicos
o sintéticos.

Los vectores preferidos incluyen vectores virales, proteinas de fusion y conjugados quimicos. Los vectores retrovirales
incluyen virus de la leucemia murina Moloney. Se prefieren vectores virales de ADN. Estos vectores incluyen vectores
de viruela tales como vectores ortoviruela o viruela aviar, vectores del virus del herpes tales como un vector del virus del
herpes simple | (HSV) (véase Geller, Al et al., J. Neurochem, 64: 487 (1995); Lim, F. et al., en DNA Cloning: Mammalian
Systems, D. Glover, Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford England) (1995); Geller, Al et al., Proc Natl. Acad. Sci.: USA 90:
7603 (1993), Geller, Al, et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA 87: 1149 (1990), vectores de adenovirus (véase LeGal LaSalle
et al., Science, 259: 988 (1993); Davidson, et al., Nat. Genet 3: 219 (1993); Yang, et al., J. Virol. 69: 2004 (1995) y
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vectores de virus adenoasociados (véase Kaplitt, MG et al., Nat. Genet., 8: 148 (1994).

Los vectores virales de viruela introducen el gen en el citoplasma de las células. Los vectores del virus de viruela aviar
dan como resultado solo una expresion a corto plazo del acido nucleico. Se prefieren vectores de adenovirus, vectores
de virus adenoasociados y vectores del virus del herpes simple (HSV) para introducir el acido nucleico en las células
neurales. El vector de adenovirus da como resultado una expresion a mas corto plazo (aproximadamente 2 meses) que
el virus adenoasociado (aproximadamente 4 meses), que a su vez es mas corto que los vectores de HSV. El vector
particular elegido dependera de la célula objetivo y la condicion que se trate. La introduccion puede ser mediante
técnicas estandar, por ejemplo, infeccion, transfeccion, transduccidon o transformacion. Los ejemplos de modos de
transferencia génica incluyen, por ejemplo, ADN desnudo, precipitacion con CaPO., DEAE dextrano, electroporacion,
fusién de protoplastos, lipofeccidn, microinyeccion celular y vectores virales.

El vector se puede emplear para dirigirse esencialmente a cualquier célula objetivo deseada. Por ejemplo, la inyeccion
estereotaxica se puede usar para dirigir los vectores (por ejemplo, adenovirus, HSV) a una ubicacién deseada. Ademas,
las particulas pueden administrarse mediante infusién intracerebroventricular (icv) usando un sistema de infusion de
mini bomba, tal como un sistema de infusion SynchroMed. Un método basado en el flujo a granel, denominado
conveccion, también ha demostrado ser eficaz en el suministro de moléculas grandes a areas extendidas del cerebro y
puede ser util para suministrar el vector a la célula objetivo. (Véase Bobo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2076-
2080 (1994); Morrison et al., Am. J. Physiol.,, 266: 292-305 (1994)). Otros métodos que pueden usarse incluyen
catéteres, inyeccion intravenosa, parenteral, intraperitoneal y subcutdnea, y vias de administracion oral u otras
conocidas.

Estos vectores se pueden usar para expresar grandes cantidades de anticuerpos que se pueden usar de varias
maneras. Por ejemplo, para detectar la presencia de un virus de influenza en una muestra. El anticuerpo también se
puede usar para intentar unirse y romper la fusiéon de la membrana celular del virus de la influenza.

Las técnicas se pueden adaptar para la produccion de anticuerpos monocatenarios especificos para una proteina
antigénica de la divulgacion (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 4.946.778). Ademas, los métodos
pueden adaptarse para la construccion de bibliotecas de expresién de Fa, (véase, por ejemplo, Huse, et al., 1989
Science 246: 1275-1281) para permitir la identificacion rapida y eficaz de fragmentos Fa, monoclonales con la
especificidad deseada para una proteina o derivados, fragmentos, andlogos u homdlogos de los mismos. Los
fragmentos de anticuerpos que contienen los idiotipos para un antigeno de proteina se pueden producir mediante
técnicas conocidas en el arte que incluyen, pero no se limitan a: (i) un fragmento Fay)2 producido por digestion con
pepsina de una molécula de anticuerpo; (i) un fragmento Fa, generado al reducir los puentes disulfuro de un fragmento
Fa2; (i) un fragmento Fa, generado por el tratamiento de la molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor
y (iv) fragmentos F.

Los anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente descripcion. Los anticuerpos
heteroconjugados estan compuestos por dos anticuerpos unidos covalentemente. Dichos anticuerpos se han propuesto,
por ejemplo, para dirigir células del sistema inmunitario a células no deseadas (véase la patente de Estados Unidos No.
4.676.980) y para el tratamiento de la infeccion por VIH (véanse los documentos WO 91/00360, WO 92/200373, EP
03089). Se contempla que los anticuerpos se pueden preparar in vitro usando métodos conocidos en quimica de
proteinas sintéticas, que incluyen aquellos que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo, las inmunotoxinas
pueden construirse usando una reaccién de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de
reactivos adecuados para este fin incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los descritos, por ejemplo, en la
patente de los Estados Unidos NO. 4.676.980.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a la funcion efectora, para mejorar, por
ejemplo, la eficacia del anticuerpo en el tratamiento de la influenza. Por ejemplo, el residuo o residuos de cisteina
pueden introducirse en la region Fc, permitiendo de este modo la formacién de enlaces disulfuro entre las cadenas en
esta region. El anticuerpo homodimérico generado de este modo puede tener una capacidad de internalizacion
mejorada y/o una mayor destruccién de células mediada por el complemento y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). (Véase Caron et al., J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922
(1992)). Alternativamente, se puede modificar un anticuerpo que tiene regiones Fc duales y, por lo tanto, puede tener
lisis mejorada del complemento y capacidades de ADCC. (Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-230
(1989)).

La descripcién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado con un agente
citotéxico tal como una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fingico, vegetal o
de origen animal, o fragmentos de la misma), o un is6topo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden usar incluyen la cadena de difteria A,
fragmentos activos no enlazantes de la toxina diftérica, la cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), la
cadena de ricina A, la cadena de abrina A, la cadena de modeccina A, alfa sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
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tricotecenos. Una variedad de radionucleidos estan disponibles para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
ejemplos incluyen #2Bi, 31, *¥In, ®°y y **Re.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico se preparan usando una variedad de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como clorhidrato de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato
de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como
2,6-diisocianato de tolieno) y compuestos de fllor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo,
se puede preparar una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilén triaminapentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante a
modo de ejemplo para la conjugacién del radionucleétido al anticuerpo. (Véase el documento W094/11026).

Los expertos en la técnica reconoceran que una gran variedad de fracciones posibles se puede acoplar a los
anticuerpos resultantes o a otras moléculas de la invencion. (Véase, por ejemplo, "Conjugate Vaccines", Contributions to
Microbiology and Immunology, J.M. Cruse y R. E. Lewis, Jr. (eds.), Carger Press, Nueva York, (1989).

El acoplamiento se puede realizar mediante cualquier reaccién quimica que se unira a las dos moléculas siempre que el
anticuerpo y el otro resto retengan sus actividades respectivas. Este enlace puede incluir muchos mecanismos
quimicos, por ejemplo unién covalente, unién por afinidad, intercalaciéon, unién coordinada y complejacion. La unién
preferida es, sin embargo, unién covalente. La union covalente puede lograrse mediante condensacion directa de las
cadenas laterales existentes o mediante la incorporacion de moléculas puente externas. Muchos agentes enlazantes
bivalentes o polivalentes son Utiles para acoplar moléculas de proteinas, tales como los anticuerpos de la presente
invencion, a otras moléculas. Por ejemplo, los agentes de acoplamiento representativos pueden incluir compuestos
organicos tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de succinimida, diisocianatos, glutaraldehido, diazobencenos y
hexametilendiaminas. Este listado no pretende ser exhaustivo de las diversas clases de agentes de acoplamiento
conocidos en la técnica sino, mas bien, es un ejemplo de los agentes de acoplamiento mas comunes. (Véase Killen y
Lindstrom, Jour. Immun. 133: 1335-2549 (1984), Jansen et al., Immunological Reviews 62: 185-216 (1982), y Vitetta et
al., Science 238: 1098 (1987)). Los enlazadores preferidos se describen en la literatura. (Véase, por ejemplo,
Ramakrishnan, S. et al., Cancer Res. 44: 201-208 (1984) que describe el uso de MBS (éster de M-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida). Véase también la patente de Estados Unidos No. 5.030.719, que describe uso de un derivado de
hidracida de acetilo halogenada acoplada a un anticuerpo por medio de un enlazador oligopéptido. Los enlazadores
particularmente preferidos incluyen: (i) clorhidrato de EDC (1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida, (i) SMPT (4-
succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-pridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G); (iii) SPDP (succinimidil-6
[3-(2-piridilditio)propionamida]hexanoato (Pierce Chem. Co., Cat. # 21651G); (iv) Sulfo-LC-SPDP (sulfosuccinimidil-6-[3-
(2-piridilditio)-propionamidalhexanoato (Pierce Chem. Co. Cat. # 2165-G); v) sulfo-NHS (N-hidroxisulfo-succinimida:
Pierce Chem. Co., Cat. # 24510) conjugado con EDC.

Los enlazadores descritos anteriormente contienen componentes que tienen diferentes atributos, lo que conduce a
conjugados con diferentes propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, los ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos de alquilo
son mas estables que los ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos aromaticos. Los enlazadores que contienen éster de
NHS son menos solubles que los ésteres de sulfo-NHS. Ademas, el enlazador SMPT contiene un enlace disulfuro
estéricamente impedido, y puede formar conjugados con mayor estabilidad. Los enlaces disulfuro, en general, son
menos estables que otros enlaces debido a que el enlace disulfuro se escinde in vitro, dando como resultado un menor
conjugado disponible. Sulfo-NHS, en particular, puede mejorar la estabilidad de los acoplamientos de carbodiimida. Los
acoplamientos de carbodiimida (tales como EDC) cuando se usan junto con sulfo-NHS, forman ésteres que son mas
resistentes a la hidrolisis, que la reaccion de acoplamiento de carbodiimida sola.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria también se pueden formular como inmunoliposomas. Los liposomas
gue contienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en la técnica, tal como se describe en Epstein et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y las patentes de
los Estados Unidos Nos. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con un tiempo de circulacién mejorado se describen en
la patente de los Estados Unidos No. 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente (tiles mediante el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina que forma un derivado con PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el
diametro deseado. Los fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencidn se pueden conjugar con los liposomas
como se describe en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de intercambio de
disulfuro.

Uso de anticuerpos contra el virus de la influenza

Los métodos para el cribado de anticuerpos que poseen la especificidad deseada incluyen, pero no se limitan a, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y otras técnicas inmunol6gicamente mediadas conocidas en la técnica.
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Los anticuerpos dirigidos contra una proteina del virus de la influenza tal como HA (o un fragmento de la misma) pueden
usarse en métodos conocidos en la técnica relacionados con la localizacién y/o cuantificacion de una proteina del virus
de la influenza (por ejemplo, para usar en la medicién de los niveles de la proteina del virus de la influenza dentro de
muestras fisiolégicas apropiadas, para uso en métodos de diagndstico, para uso en la formacion de imagenes de la
proteina, y similares). En una realizacién dada, los anticuerpos especificos para una proteina del virus de la influenza, o
derivado, fragmento, analogo u homadlogo de los mismos, que contienen el dominio de unién al antigeno derivado del
anticuerpo, se utilizan como compuestos farmacolégicamente activos (denominados en lo sucesivo "Terapéuticos").

Se puede usar un anticuerpo especifico para una proteina del virus de la influenza de la invencién para aislar un
polipéptido del virus de la influenza mediante técnicas estandar, tales como inmunoafinidad, cromatografia o
inmunoprecipitacion. Los anticuerpos dirigidos contra una proteina del virus de la influenza (o un fragmento del mismo)
se pueden usar para diagnosticar los niveles de proteina en el tejido como parte de un procedimiento de prueba clinica,
por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccién se puede facilitar acoplando
(es decir, uniendo fisicamente) el anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias detectables
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados
incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina;
un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,
luciferina y aequorina, y ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen **I, *¥1, *°S o °H.

Los anticuerpos de la invencion, que incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados y completamente
humanos, pueden usarse como agentes terapéuticos. Tales agentes se emplearan generalmente para tratar o prevenir
una enfermedad o patologia relacionada con el virus de la influenza (por ejemplo, influenza aviar) en un sujeto. Se
administra al sujeto una preparacion de anticuerpo, preferiblemente una que tiene alta especificidad y alta afinidad por
su antigeno objetivo, y generalmente tendrd un efecto debido a su unién con el objetivo. La administracion del
anticuerpo puede anular o inhibir o interferir con la internalizacion del virus en una célula. En este caso, el anticuerpo se
une al objetivo y enmascara un sitio de unién del ligando natural, bloqueando asi la fusién del virus a la membrana
celular inhibiendo la internalizacién del virus.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién se refiere generalmente a la cantidad necesaria
para alcanzar un objetivo terapéutico. Como se indicé anteriormente, esta puede ser una interaccion de unién entre el
anticuerpo y su antigeno objetivo que, en ciertos casos, interfiere con el funcionamiento del objetivo. La cantidad
requerida para su administracion dependera ademas de la afinidad de union del anticuerpo por su antigeno especifico, y
también dependera de la velocidad a la que un anticuerpo administrado se elimina del volumen libre del otro sujeto al
que se administra. Los intervalos comunes para la dosificacion terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de la invencién pueden ser, a modo de ejemplo no limitante, de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso
corporal hasta aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. Las frecuencias de dosificacion comunes pueden variar,
por ejemplo, de dos veces al dia a una vez a la semana.

Los anticuerpos que se unen especificamente a una proteina del virus de la influenza o a un fragmento de la misma, asi
como a otras moléculas identificadas por los ensayos de cribado descritos aqui, pueden administrarse para el
tratamiento de trastornos relacionados con el virus de la influenza en forma de composiciones farmacéuticas. Los
principios y consideraciones involucrados en la preparacion de tales composiciones, asi como la orientacion en la
eleccion de los componentes, se proporcionan, por ejemplo, en Remington: The Science And Practice of Pharmacy, 192
ed. (Alfonso R. Gennaro, et al., Editores) Mack Pub. Co., Easton, Pa., 1995; Drug Absorption Enhancement: Concepts,
Possibilities, Limitations, And Trends, Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994; y Peptide And Protein Drug
Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, Nueva York.

Cuando se usan fragmentos de anticuerpos, se prefiere el fragmento inhibidor mas pequefio que se une
especificamente al dominio de unién de la proteina objetivo. Por ejemplo, con base en las secuencias de la region
variable de un anticuerpo, se pueden disefiar moléculas peptidicas que conserven la capacidad de unirse a la secuencia
de proteina objetivo. Tales péptidos se pueden sintetizar quimicamente y/o producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante. (Véase, por ejemplo, Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)). La formulacion
también puede contener mas de un compuesto activo segiin sea necesario para la indicacion particular que se esta
tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se afectan adversamente entre si.
Alternativamente, o ademas, la composicion puede comprender un agente que potencia su funcion, tal como, por
ejemplo, un agente citotdxico, citoquina, agente quimioterapéutico o agente inhibidor del crecimiento. Dichas moléculas
estan adecuadamente presentes en combinacién en cantidades que son efectivas para el propdsito pretendido.

Los ingredientes activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones.
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Las formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente por filtracion a
través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden elaborar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdélidos que contienen el anticuerpo, cuyas
matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas 0 microcapsulas. Los ejemplos de matrices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(alcohol vinilico)),
polilactidos (patente de Estados Unidos No. 3.773.919), copolimeros de &cido L-glutdmico y L-glutamato de etilo,
etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicélico tales como LUPRON
DEPOT™® (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido gliclico y acetato de leuprolida),
y poli-D-(-)-acido 3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros tales como etileno-acetato de vinilo y acido lactico-acido
glicélico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante
periodos de tiempo mas cortos.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencion se puede usar como un agente para detectar la presencia de un virus de la
influenza (o una proteina o un fragmento de proteina del mismo) en una muestra. Preferiblemente, el anticuerpo
contiene una etiqueta detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o mas preferiblemente, monoclonales. Se
puede usar un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fap, SCFV 0 Fap)2). El término "marcado”, con
respecto a la sonda o anticuerpo, pretende abarcar la marcacion directa de la sonda o anticuerpo acoplando (es decir,
uniendo fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como la marcacioén indirecta de la sonda o
anticuerpo por reactividad con otro reactivo que esta directamente marcado. Los ejemplos de marcacién indirecta
incluyen la deteccion de un anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado de manera fluorescente y el
marcado final de una sonda de ADN con biotina de manera que se pueda detectar con estreptavidina marcada de forma
fluorescente. El término "muestra biolégica" pretende incluir tejidos, células y fluidos biolégicos aislados de un sujeto, asi
como tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. Incluido dentro del uso del término "muestra biolégica”, por lo
tanto, se encuentra la sangre y una fraccion o componente de la sangre que incluye suero sanguineo, plasma
sanguineo o linfa. Es decir, el método de deteccion de la invencién se puede usar para detectar un ARNm, proteina o
ADN gendmico de un analito en una muestra biolégica in vitro, asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la
deteccién de un ARNm analito incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la
deteccién de una proteina analito incluyen ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), transferencias
Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para la deteccién de un ADN genémico de
analito incluyen hibridaciones Southern. Se describen procedimientos para realizar inmunoensayos, por ejemplo, en "
ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology", Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ,
1995; "Immunoassay"”, E. Diamandis and T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996; y "Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays", P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985. Ademas, las técnicas in
vivo para la deteccién de una proteina analito incluyen la introduccién en un sujeto de un anticuerpo de proteina anti-
analito marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador radioactivo cuya presencia y ubicacion en
un sujeto pueden detectarse mediante técnicas de formacion de imagenes estandar.

Composiciones farmacéuticas

Los anticuerpos o0 agentes de la invencién (también denominados aqui "compuestos activos"), y derivados, fragmentos,
analogos y homoélogos de los mismos, se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracion. Tales composiciones tipicamente comprenden el anticuerpo o agente y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en este documento, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir todos y
cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y de retardo de la absorcion, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Los portadores
adecuados se describen en la edicion mas reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia
estandar en este campo. Los ejemplos preferidos de tales vehiculos o diluyentes incluyen, pero no se limitan a, agua,
solucidn salina, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y albumina de suero humana al 5%. También se pueden
usar liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones. Compuestos
activos complementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencién se formula para que sea compatible con su ruta de administracién
prevista. Los ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacioén), transdérmica (es decir, tdpica), transmucosal y rectal. Las
soluciones o suspensiones usadas para la aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parabenos;
antioxidantes tales como &cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA); reguladores tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como &cido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringas desechables o

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 536 T3

viales de dosis multiples hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisioldgica,
agua bacteriostatica, Cremophor ELVR (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina regulada con fosfato (PBS). En todos
los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista facilidad de administracion. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse frente a la acciéon contaminante de
microorganismos como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente 0 medio de dispersidn que contiene, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersiéon y mediante el
uso de tensoactivos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifiingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol, cloruro de sodio en la composicidon. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
realizarse incluyendo en la composicion un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion son el secado al vacio y la liofilizacion que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente deseado adicional de una solucion filtrada previamente de forma estéril del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden encerrarse en
capsulas de gelatina o comprimirse en tabletas. Para el propésito de la administracion terapéutica oral, el compuesto
activo puede incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de tabletas, trociscos o capsulas. Las composiciones
orales también se pueden preparar usando un vehiculo fluido para usar como enjuague bucal, en el que el compuesto
en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se agita y se expectora o se traga. Los agentes aglutinantes
farmacéuticamente compatibles y/o los materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de la composicion. Las
tabletas, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como dioxido de silicio coloidal; un agente
edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tal como menta, salicilato de metilo o saborizante de
naranja.

Para la administracién por inhalacion, los compuestos se administran en forma de un atomizador en aerosol desde un
recipiente o dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de
carbono o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracion
transmucosal o transdérmica, se usan en la formulaciéon penetrantes apropiados para la barrera a penetrar. Dichos
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosal,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosal se puede lograr mediante el
uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en
ungiientos, pomadas, geles o cremas como se conoce generalmente en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorios
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para administracion rectal.

En una realizacién, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran el compuesto contra la
eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, que incluye implantes y sistemas de
administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, como etileno-acetato
de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y éacido polilactico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también se pueden
obtener comercialmente a través de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposémicas (que
incluyen liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales contra antigenos virales) también
pueden usarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar de acuerdo con métodos
conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la patente de los Estados Unidos No.
4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de unidad de dosificacién para
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facilidad de administracién y uniformidad de dosificacién. La forma de unidad de dosificacion como se usa en la
presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a
tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas unitarias
de dosificacion de la invencién esta dictada y depende directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo
y del efecto terapéutico particular que debe lograrse, y las limitaciones inherentes en la técnica de composicion de dicho
compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un recipiente, empaque o dispensador junto con instrucciones
para la administracion.

Métodos de cribado

La descripcion proporciona métodos (también denominados en el presente documento “"ensayos de cribado") para
identificar moduladores, es decir, compuestos o0 agentes candidatos o de prueba (por ejemplo, péptidos,
peptidomiméticos, moléculas pequefias u otros farmacos) que modulan o bien interfieren con la fusion de un virus de
influenza a la membrana celular. También se proporcionan métodos para identificar compuestos Utiles para tratar la
infeccion por influenza. La descripcion también abarca compuestos identificados usando los ensayos de cribado
descritos en este documento.

Por ejemplo, la divulgacion proporciona ensayos para cribar compuestos candidatos o de prueba que modulan la
interaccion entre el virus de la influenza y la membrana celular. Los compuestos de prueba de la divulgacion se pueden
obtener usando cualquiera de los numerosos enfoques en los métodos de bibliotecas combinatorias conocidos en la
técnica, que incluyen: bibliotecas biologicas; bibliotecas de fases sélidas o fase de solucién paralelas direccionables
espacialmente; métodos de biblioteca sintética que requieren deconvolucién; el método de biblioteca "una cuenta un
compuesto”; y métodos de biblioteca sintética que usan seleccidon por cromatografia de afinidad. El enfoque de la
biblioteca bioldgica esta limitado a las bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro enfoques son aplicables a
las bibliotecas de péptidos, oligdbmeros no peptidicos o moléculas pequefias de compuestos. (Véase, por ejemplo, Lam,
1997. Anticancer Drug Design 12: 145).

Una "molécula pequefia" como se usa en el presente documento, se refiere a una composicién que tiene un peso
molecular de menos de aproximadamente 5 kD y lo mas preferiblemente de menos de aproximadamente 4 kD. Las
moléculas pequefias pueden ser, por ejemplo, acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos,
carbohidratos, lipidos u otras moléculas organicas o inorganicas. Las bibliotecas de mezclas quimicas y/o biol6gicas,
tales como extractos flngicos, bacterianos o de algas, son conocidas en la técnica y pueden cribarse con cualquiera de
los ensayos de la divulgacion.

Ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares se pueden encontrar en la técnica, por ejemplo, en:
DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 6909; Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 11422;
Zuckermann, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al., 1993. Science 261: 1303; Carrell, et al., 1994. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; y Gallop, et al., 1994. J. Med.
Chem. 37: 1233.

Las bibliotecas de compuestos se pueden presentar en solucién (véase, por ejemplo, Houghten, 1992. Biotechniques
13: 412-421), o en perlas (véase Lam, 1991. Nature 354: 82-84), en chips (véase Fodor, 1993. Nature 364: 555-556),
bacterias (véase la patente de los Estados Unidos No. 5.223.409), esporas (véase la patente de los Estados Unidos No.
5.233.409), plasmidos (véase Cull, et al., 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) o en un fago (véase Scott y
Smith, 1990. Science 249: 386-390; Devlin, 1990. Science 249: 404-406; Cwirla, et al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301-310 y la patente de los Estados Unidos No. 5.233.409).

En una realizacién, se introduce un compuesto candidato en un complejo anticuerpo-antigeno y se determina si el
compuesto candidato rompe el complejo anticuerpo-antigeno, donde una ruptura de este complejo indica que el
compuesto candidato modula la interacciéon entre un virus de influenza y la membrana celular. Por ejemplo, el
anticuerpo puede ser el anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98, y el antigeno puede
estar localizado en la proteina HA de un virus de la influenza.

En otra realizacién, se proporciona al menos una proteina HA, que esta expuesta a al menos un anticuerpo monoclonal
neutralizante. Se detecta la formacién de un complejo anticuerpo-antigeno y uno o mas compuestos candidatos se
introducen en el complejo. Si el complejo anticuerpo-antigeno se rompe después de la introduccién del uno o mas
compuestos candidatos, los compuestos candidatos son Utiles para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con
el virus de la influenza, por ejemplo, influenza aviar. Por ejemplo, puede proporcionarse al menos una proteina del virus
de la influenza como una molécula del virus de la influenza.

La determinacién de la capacidad del compuesto de ensayo para interferir con o romper el complejo anticuerpo-

antigeno se puede lograr, por ejemplo, acoplando el compuesto de ensayo con un radioisétopo 0 marcador enzimatico
tal que la union del compuesto de prueba al antigeno o su porcién bioldgicamente activa se puede determinar
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detectando el compuesto marcado en un complejo. Por ejemplo, los compuestos de ensayo pueden marcarse con 125

%3, C 0 *H, directa o indirectamente, y el radioisétopo puede detectarse mediante recuento directo de radioemision o
mediante conteo de centelleo. Alternativamente, los compuestos de ensayo pueden marcarse enzimaticamente con, por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa, y la marca enzimatica puede detectarse
mediante la determinacién de la conversion de un sustrato apropiado en producto.

En una realizacién, el ensayo comprende poner en contacto un complejo anticuerpo-antigeno con un compuesto de
ensayo, y determinar la capacidad del compuesto de ensayo para interactuar con el antigeno o bien romper el complejo
anticuerpo-antigeno existente. En esta realizacion, determinar la capacidad del compuesto de prueba para interactuar
con el antigeno y/o romper el complejo anticuerpo-antigeno comprende determinar la capacidad del compuesto de
prueba para unirse preferentemente al antigeno o a una porcion biolégicamente activa del mismo, en comparacién con
el anticuerpo.

En otra realizacion, el ensayo comprende poner en contacto un complejo anticuerpo-antigeno con un compuesto de
prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba para modular el complejo anticuerpo-antigeno. La
determinacion de la capacidad del compuesto de prueba para modular el complejo anticuerpo-antigeno puede lograrse,
por ejemplo, determinando la capacidad del antigeno para unirse o interactuar con el anticuerpo, en presencia del
compuesto de prueba.

Los expertos en la técnica reconoceran que, en cualquiera de los métodos de cribado descritos en la presente memoria,
el anticuerpo puede ser un anticuerpo neutralizante del virus de la influenza, tal como el anticuerpo monoclonal D7, D8,
F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98. Adicionalmente, el antigeno puede ser una proteina HA, o una porcion de la
misma en cualquiera de los ensayos descritos aqui, la capacidad de un compuesto candidato para interferir con la union
entre el anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 y la proteina HA indica que el
compuesto candidato sera capaz de interferir con o modular la fusion del virus de la influenza y la membrana celular.
Ademas, debido a que la unién de la proteina HA a la célula es responsable de la entrada del virus de la influenza en las
células, tales compuestos candidatos también seran Utiles en el tratamiento de una enfermedad o trastorno relacionado
con el virus de la influenza, por ejemplo, influenza aviar.

Los métodos de cribado descritos en este documento se pueden realizar como un ensayo basado en células o0 como un
ensayo libre de células. Los ensayos sin células de la divulgacion son susceptibles de usar tanto la forma soluble como
la forma unida a la membrana de las proteinas HA y fragmentos de las mismas. En el caso de ensayos libres de células
que comprenden las formas unidas a la membrana de las proteinas HA, puede ser deseable utilizar un agente
solubilizante de tal forma que la forma unida a la membrana de las proteinas se mantenga en solucién. Ejemplos de
tales agentes solubilizantes incluyen detergentes no ionicos tales como n-octilglucésido, n-dodecilglucésido, n-
dodecilmaltosido, octanoil-N-metilglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton® X-100, Triton® X-114, Thesit®,
Isotridecilpoli(etilenglicol ~ éter),, sulfonato de N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propano, sulfonato de 3-(3-
colamidopropil)dimetilaminiol-1-propano (CHAPS), o sulfonato de 3-(3-colamidopropil)dimetilaminol-2-hidroxi-1-propano
(CHAPSO).

En mas de una realizacién, puede ser deseable inmovilizar el anticuerpo o el antigeno para facilitar la separacion de
formas complejadas de las no complejadas de una o ambas después de la introduccion del compuesto candidato, asi
como para acomodar la automatizacion del ensayo. La observacion del complejo anticuerpo-antigeno en presencia y en
ausencia de un compuesto candidato puede lograrse en cualquier recipiente adecuado para contener los reactivos. Los
ejemplos de dichos recipientes incluyen placas de microtitulacion, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. En una
realizacion, puede proporcionarse una proteina de fusién que afiade un dominio que permite que una o ambas proteinas
se unan a una matriz. Por ejemplo, las proteinas de fusién GST-anticuerpo o las proteinas de fusién GST-antigeno se
pueden adsorber en perlas de glutation sefarosa (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o placas de microtitulacion que
forman derivados con glutation, que luego se combinan con el compuesto de prueba, y la mezcla se incuba en
condiciones propicias para la formacion de complejos (por ejemplo, en condiciones fisioldgicas para la sal y el pH).
Después de la incubacion, las perlas o los pozos de la placa de microtitulacion se lavan para eliminar cualquier
componente no unido, se inmoviliza la matriz en el caso de perlas, se determina el complejo directa o indirectamente.
Alternativamente, los complejos se pueden disociar de la matriz, y el nivel de formacién del complejo anticuerpo-
antigeno puede determinarse usando técnicas estandar.

Otras técnicas para inmovilizar proteinas en matrices también pueden usarse en los ensayos de cribado de la
divulgacion. Por ejemplo, el anticuerpo o el antigeno (por ejemplo, pueden inmovilizarse utilizando conjugacion de
biotina y estreptavidina). Pueden prepararse anticuerpos biotinilados o moléculas de antigeno a partir de biotina-NHS
(N-hidroxi-succinimida) usando técnicas bien conocidas en el arte (por ejemplo, kit de biotinilacién, Pierce Chemicals,
Rockford, IL), e inmovilizados en los pozos de placas de 96 pozos recubiertas con estreptavidina (Pierce Chemical).
Alternativamente, otros anticuerpos reaccionan con el anticuerpo o antigeno de interés, pero que no interfieren con la
formacion del complejo anticuerpo-antigeno de interés, pueden formar derivados en los pozos de la placa, y el
anticuerpo o antigeno no unido atrapado en los pozos por conjugacién de anticuerpos. Los métodos para detectar
dichos complejos, ademéas de los descritos anteriormente para los complejos inmovilizados con GST incluyen la
inmunodeteccion de complejos que usan dichos otros anticuerpos reactivos con el anticuerpo o antigeno.
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La divulgacion se refiere ademas a nuevos agentes identificados por cualquiera de los ensayos de cribado antes
mencionados y a los usos de los mismos para los tratamientos como se describe en el presente documento.

Ensayos de diagnostico

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden detectar mediante ensayos apropiados, por ejemplo, tipos
convencionales de inmunoensayos. Por ejemplo, se puede realizar un ensayo en el que una proteina de la influenza
(por ejemplo, HA1, HA2 o neuraminidasa) o un fragmento de la misma se fija a una fase sélida. La incubacion se
mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que el anticuerpo en la muestra se una al polipéptido
inmovilizado en la fase soélida. Después de esta primera incubacion, la fase sélida se separa de la muestra. La fase
sélida se lava para eliminar los materiales no unidos y las sustancias interferentes, como las proteinas no especificas
que también pueden estar presentes en la muestra. La fase soélida que contiene el anticuerpo de interés unido al
polipéptido inmovilizado se incuba posteriormente con un segundo anticuerpo marcado o anticuerpo unido a un agente
de acoplamiento tal como biotina o avidina. Este segundo anticuerpo puede ser otro anticuerpo antiinfluenza u otro
anticuerpo. Las etiquetas para anticuerpos son bien conocidas en la técnica e incluyen radionucleidos, enzimas (por
ejemplo, maleato deshidrogenasa, peroxidasa de rabano picante, glucosa oxidasa, catalasa), fluoruros (isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, ficocianina, fluorescamina), biotina y similares. Los anticuerpos marcados se incuban con el
sélido y se mide la etiqueta unida a la fase soélida. Estos y otros inmunoensayos se pueden realizar facilmente por los
expertos en la técnica.

Un método de ejemplo para detectar la presencia o ausencia de un virus de la influenza (en una muestra bioldgica
implica obtener una muestra biolégica de un sujeto de prueba y poner en contacto la muestra biolégica con un
anticuerpo monoclonal o scFv marcado de acuerdo con la invenciéon de tal manera que la presencia del virus de la
influenza se detecta en la muestra biolégica.

Como se usa en el presente documento, el término "marcado”, con respecto a la sonda o anticuerpo, pretende abarcar
la marcacion directa de la sonda o anticuerpo acoplando (es decir, uniendo fisicamente) una sustancia detectable a la
sonda o anticuerpo, asi como la marcacion indirecta de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro reactivo que esta
directamente marcado. Los ejemplos de marcacion indirecta incluyen la deteccion de un anticuerpo primario usando un
anticuerpo secundario marcado en forma fluorescente y la marcacion final de una sonda de ADN con biotina de manera
que se pueda detectar con estreptavidina marcada de forma fluorescente. El término "muestra biolégica" pretende incluir
tejidos, células y fluidos biol6gicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. Es
decir, el método de deteccién de la invencién puede usarse para detectar un virus de influenza en una muestra biol6gica
in vitro, asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion de un virus de la influenza incluyen ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), transferencias Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia.
Ademas, las técnicas in vivo para la deteccion de un virus de la influenza incluyen la introduccién en un sujeto de un
anticuerpo contra el virus de la influenza marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador
radioactivo cuya presencia y ubicacion en un sujeto pueden detectarse mediante técnicas estandar de imagenologia.

En una realizacion, la muestra bioldgica contiene moléculas de proteina del sujeto de prueba. Una muestra bioldgica
preferida es una muestra de leucocitos de sangre periférica aislada por medios convencionales de un sujeto.

La descripcion también abarca kits para detectar la presencia de un virus de influenza en una muestra biolégica. Por
ejemplo, el kit puede comprender: un compuesto o agente marcado capaz de detectar un virus de la influenza (por
ejemplo, un scFv antiinfluenza o anticuerpo monoclonal) en una muestra biolégica; medios para determinar la cantidad
de un virus de influenza en la muestra; y medios para comparar la cantidad de un virus de influenza en la muestra con
un estandar. El compuesto o agente se puede envasar en un recipiente adecuado. El kit puede comprender
instrucciones para usar el kit para detectar un virus de influenza en una muestra.

Inmunizacion pasiva

La inmunizacién pasiva ha demostrado ser una estrategia eficaz y segura para la prevencion y el tratamiento de
enfermedades virales. (Véase Keller et al., Clin. Microbiol. Rev. 13: 602-14 (2000); Casadevall, Nat. Biotechnol. 20: 114
(2002); Shibata et al., Nat. Med. 5: 204-10 (1999) e Igarashi et al., Nat. Med. 5: 211-16 (1999)). La inmunizacién pasiva
utilizando anticuerpos monoclonales humanos neutralizantes podria proporcionar una estrategia de tratamiento
inmediato para la profilaxis de emergencia y el tratamiento de la influenza, tal como la influenza aviar, mientras se pone
en marcha el desarrollo alternativo y mas lento de vacunas y nuevos farmacos.

Las vacunas con subunidades ofrecen potencialmente ventajas significativas sobre los inmundgenos convencionales.
Evitan los riesgos de seguridad inherentes a la produccion, distribuciéon y suministro de vacunas de patdgenos enteros
muertos o atenuados convencionales. Ademas, pueden disefiarse racionalmente para incluir solo epitopos protectores
confirmados, evitando asi epitopos T supresores (véase Steward et al., J. Virol. 69: 7668 (1995)) o epitopos B
inmunodominantes que subvierten el sistema inmune induciendo inutilidad, respuestas no protectoras (por ejemplo,
epitopos "sefiuelo"). (Véase Garrity et al., J. Immunol. 159: 279 (1997)).

Ademas, los expertos en la técnica reconoceran que existe una buena correlacion entre la actividad de neutralizacién de
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anticuerpos in vitro y la proteccion in vivo para muchos virus diferentes, rutas de exposicién y modelos animales. (Véase
Burton, Natl. Rev. Immunol., 2: 706-13 (2002); Parren et al., Adv. Immunol., 77: 195-262 (2001)). Los datos presentados
en este documento demuestran que los anticuerpos monoclonales humanos D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88,
E90 y H98 se pueden desarrollar y probar ademas en estudios en animales in vivo para determinar su utilidad clinica
como un potente inhibidor de la entrada viral para la profilaxis de emergencia y el tratamiento de la influenza.

Quimeras antigeno-Ig en vacunacion

Ha pasado mas de una década desde que los primeros anticuerpos se usaron como estructuras para la presentacién
eficiente de determinantes antigénicos a los sistemas inmunes. (Véase Zanetti, Nature 355: 476-77 (1992); Zaghouani
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 631-35 (1995)). Cuando se incluye un péptido como parte integral de una molécula
de 1gG (por ejemplo, el anticuerpo monoclonal IgAl 11A o 256 descrito en este documento), la antigenicidad y la
inmunogenicidad de los epitopos peptidicos se potencian mucho en comparacién con el péptido libre. Dicha mejora
posiblemente se deba a la semivida mayor de quimeras antigeno-lgG, una mejor presentacién y una conformacion
restringida, que imitan sus estructuras nativas.

Ademas, una ventaja afiadida del uso de una quimera antigeno-lg es que la regiéon Fc o variable de la quimera
antigeno-lg puede usarse para dirigirse a células presentadoras de antigeno profesionales (APC). Hasta la fecha, se
han generado Ig recombinantes en las que las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del gen variable
de la cadena pesada (Vu) se reemplazan por diversos péptidos antigénicos reconocidos por las células B o T. Tales
quimeras de antigeno-lg se han usado para inducir respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares. (Véase
Bona et al., Immunol. Today 19: 126-33 (1998)).

Se han usado quimeras con epitopos especificos injertados en el bucle de CDR3 para inducir respuestas humorales al
bucle V3 de gp120 de VIH-1 o al primer dominio extracelular (D1) del receptor de CD4 humano. (Véase Lanza et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11683-87 (1993); Zaghouani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 631-35 (1995)). Los
sueros inmunes fueron capaces de prevenir la infeccion de células CD4 SupT1 por HIV-1MN (anti-gp120 V3C) o inhibir
la formacion de sincitios (anti-CD4-D1). EI CDR2 y CDR3 pueden reemplazarse con epitopos peptidicos
simultaneamente, y la longitud del péptido insertado puede ser de hasta 19 aminoacidos de longitud.

Alternativamente, un grupo ha desarrollado una estrategia de "cuerpo de Troya" en la que los antigenos peptidicos se
presentan en los bucles de la regién constante de Ig (C) y la region variable de la quimera se puede usar para dirigir IgD
en la superficie de células B o moléculas MHC de clase Il en APC profesionales que incluyen células B, células
dendriticas (DC) y macréfagos. (Véase Lunde et al., Biochem. Soc. Trans. 30: 500-6 (2002)).

También se puede preparar una quimera de antigeno-Ig fusionando directamente el antigeno con la porcién Fc de una
molécula de IgG. You et al., Cancer Res. 61: 3704-11 (2001) pudieron obtener todos los brazos de respuesta inmune
especifica, incluyendo niveles muy altos de anticuerpos contra el antigeno central del virus de la hepatitis B usando este
método.

Vacuna de ADN

Las vacunas de ADN son estables, pueden proporcionarle al antigeno la oportunidad de procesarse naturalmente y
pueden inducir una respuesta mas duradera. Aunque es una estrategia de inmunizacion muy atractiva, las vacunas de
ADN a menudo tienen una potencia muy limitada para inducir respuestas inmunes. La absorcion deficiente de ADN
inyectado por APC profesionales, como las células dendriticas (DC), puede ser la causa principal de dicha limitacién.
Combinado con las vacunas quimera de antigeno-lg, se ha reportado una nueva estrategia prometedora de vacuna de
ADN basada en el mejoramiento de la presentacion del antigeno APC (véase Casares, et al., Viral Immunol., 10: 129-36
(1997); Gerloni et al., Nat. Biotech., 15: 876-81 (1997); Gerloni et al., DNA Cell Biol. 16: 611-25 (1997); You et al.,
Cancer Res. 61: 3704-11 (2001)), que aprovecha la presencia de receptores de Fc (FcyR) en la superficie de las DC.

Es posible generar una vacuna de ADN que codifica una quimera de antigeno (Ag)-lg. Tras la inmunizacion, las
proteinas de fusidon Ag-lg seran expresadas y secretadas por las células que absorben las moléculas de ADN. Las
proteinas de fusion Ag-lg secretadas, al tiempo que inducen respuestas de células B, pueden capturarse e
internalizarse mediante la interaccion del fragmento Fc con FcyR en la superficie de DC, lo que promovera la
presentacion eficiente del antigeno y mejorara enormemente la respuesta inmune especifica del antigeno. Aplicando el
mismo principio, el ADN que codifica quimeras de antigeno-lg que portan un gen de la regiéon scFv especifico anti-MHC
Il también puede dirigir los inmundgenos a los tres tipos de APC. Las respuestas inmunes podrian reforzarse
adicionalmente con el uso de los mismos antigenos proteicos generados in vitro (es decir, "cebado y refuerzo"), si fuera
necesario. Usando esta estrategia, se lograron respuestas inmunes celulares y humorales especificas contra la
infeccion del virus de la influenza a través de la inyeccién intramuscular (i.m.) de una vacuna de ADN. (Véase Casares
et al., Viral. Immunol., 10: 129-36 (1997)).

Composiciones de vacunas

Se proporcionan aqui composiciones terapéuticas o profilacticas, que generalmente comprenden mezclas de uno o mas
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anticuerpos monoclonales o ScFvs y combinaciones de los mismos. Las vacunas profilacticas se pueden usar para
prevenir una infeccion por el virus de la influenza y las vacunas terapéuticas se pueden usar para tratar a las personas
después de una infeccién por el virus de la influenza. Los usos profilacticos incluyen la provision de titulo aumentado de
anticuerpos contra un virus de influenza en un sujeto de vacunacién. De esta manera, los sujetos con alto riesgo de
contraer la influenza pueden recibir inmunidad pasiva a un virus de influenza.

Estas composiciones de vacuna pueden administrarse junto con agentes inmunorreguladores auxiliares. Por ejemplo,
citoquinas, linfoquinas y quimioquinas, que incluyen, pero no se limitan a, IL-2, IL-2 modificada (Cys125 — Serl25),
GM-CSF, IL-12, interferén y, IP-10, MIP13, y RANTES.

Métodos de inmunizacion

Las vacunas de la presente divulgacion tienen propiedades inmunoprotectoras e inmunoterapéuticas superiores a otras
vacunas antivirales.

La descripcién proporciona un método de inmunizacion, por ejemplo, inducir una respuesta inmune, de un sujeto. Un
sujeto se inmuniza mediante administracion al sujeto de una composicién que contiene una proteina de fusion de
membrana de un virus encapsulado patégeno. La proteina de fusion estd recubierta o incrustada en una matriz
biol6gicamente compatible.

La proteina de fusion esta glicosilada, por ejemplo, contiene una fraccidon de carbohidrato. La fraccion de carbohidrato
puede estar en forma de un monosacarido, disacarido(s), oligosacarido(s), polisacarido(s), o sus derivados (por ejemplo,
sustituido con azufre o fosforo). El carbohidrato es lineal o ramificado. La fraccion de carbohidrato estd unida a N o
unida a O de un polipéptido. La glicosilacion unida a N es con el nitrogeno de la amida de las cadenas laterales de
asparagina y la glicosilacion unida a O es con el oxigeno del hidroxilo de las cadenas laterales de serina y treonina.

La fraccion de carbohidrato es endégena al sujeto que va a ser vacunado. Alternativamente, la fraccion de carbohidrato
es exdgena al sujeto que se va a vacunar. La fraccion de carbohidrato son fracciones de carbohidrato que no se
expresan tipicamente en los polipéptidos del sujeto que se va a vacunar. Por ejemplo, las fracciones de carbohidratos
son carbohidratos especificos de plantas. Las fracciones de carbohidrato especificas de la planta incluyen, por ejemplo,
glucano unido a N que tiene una fucosa al,3 unida al nicleo o una xilosa 1,2 unida al nucleo. Alternativamente, la
fraccion de carbohidrato son fracciones de carbohidrato que se expresan en polipéptidos o lipidos del sujeto que se va a
vacunar. Por ejemplo, muchas células huésped han sido genéticamente modificadas para producir proteinas humanas
con uniones de azlcar similares a las humanas.

Por ejemplo, la proteina de fusiébn es una proteina de hemaglutinina trimérica. Opcionalmente, la proteina de
hemaglutinina se produce en una célula no de mamifero tal como una célula vegetal. El sujeto esta en riesgo de
desarrollar o sufrir una infeccién viral. Los virus encapsulados incluyen, por ejemplo, virus de Epstein-Barr, virus del
herpes simple, tipo 1 y 2, citomegalovirus humano, virus del herpes humano, tipo 8, virus de varicela zéster, virus de la
hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la influenza, virus del sarampién, virus
de parotiditis, virus de parainfluenza, virus sincitial respiratorio, virus de la rabia y virus de la rubéola. Los métodos
descritos en este documento conducen a una reduccién en la gravedad o el alivio de uno o mas sintomas de una
infeccion viral. Las infecciones se diagnostican y/o se controlan, tipicamente por un médico usando metodologias
estandar. Un sujeto que requiere inmunizacion se identifica por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
sujetos se inmunizan como se describe en la Recomendacion general sobre inmunizacién de los CDC (51 (RR02) pp1-
36). El cancer se diagnostica, por ejemplo, mediante examen fisico, biopsia, analisis de sangre o radiografia.

El sujeto es, por ejemplo, cualquier mamifero, por ejemplo, un ser humano, un primate, un ratén, una rata, un perro, un
gato, una vaca, un caballo, un cerdo, un pez o un ave. El tratamiento se administra antes del diagnéstico de la infeccién.
Alternativamente, el tratamiento se administra después del diagnéstico.

La eficacia del tratamiento se determina en asociacidon con cualquier método conocido para diagnosticar o tratar el
trastorno o infeccion particular. El alivio de uno o mas sintomas del trastorno indica que el compuesto confiere un
beneficio clinico.

Evaluacién de fragmentos de proteina antigénica (APF) para el potencial de la vacuna

Un candidato a vacuna que se dirige a la inmunidad humoral debe cumplir al menos tres criterios para tener éxito: debe
provocar una fuerte respuesta de anticuerpos (“inmunogenicidad"); una fraccién significativa de los anticuerpos que
provoca debe reaccionar de forma cruzada con el patégeno ("aptitud inmunogénica"); y los anticuerpos que provoca
deben ser protectores. Si bien la inmunogenicidad a menudo puede mejorarse usando adyuvantes o vehiculos, la
aptitud inmunogénica y la capacidad de inducir proteccion (como se evidencia por la neutralizacién) son propiedades
intrinsecas de un antigeno que finalmente determinara el éxito de ese antigeno como componente de la vacuna.

Evaluacién de aptitud inmunogénica
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La "aptitud inmunogénica" se define como la fraccion de anticuerpos inducida por un antigeno que reacciona de forma
cruzada con el patégeno. (Véase Matthews et al., J. Immunol. 169: 837 (2002)). Es distinto de la inmunogenicidad, que
se mide por el titulo de todos los anticuerpos inducidos por un antigeno, incluidos los anticuerpos que no reaccionan de
forma cruzada con el patégeno. Una aptitud inmunogénica inadecuada probablemente haya contribuido a la
decepcionante trayectoria de las vacunas de péptidos hasta la fecha. Los péptidos que se unen con alta afinidad a los
anticuerpos y provocan altos titulos de anticuerpos con frecuencia carecen de una aptitud inmunogénica adecuada vy,
por lo tanto, fallan como posibles componentes de la vacuna. Por lo tanto, es importante incluir la aptitud inmunogénica
como uno de los criterios para seleccionar candidatos a vacunas contra la influenza.

Una explicacion comin para una aptitud inmunogénica pobre es la flexibilidad conformacional de la mayoria de los
péptidos cortos. Especificamente, un péptido flexible se puede unir bien a los anticuerpos de pacientes y provocar
titulos de anticuerpos sustanciales en sujetos sin tratamiento previo. Sin embargo, si el péptido tiene un gran repertorio
de conformaciones, una preponderancia de los anticuerpos que induce en sujetos sin tratamiento previo puede no
reaccionar de forma cruzada con el epitopo nativo correspondiente en el patdgeno intacto.

Al igual que los péptidos cortos, algunos APF pueden ser muy flexibles y, por lo tanto, pueden fallar como componentes
de la vacuna. Los APF con mas aptitud inmunogénica es probable que consistan en subdominios de proteinas auto
plegables que estan intrinsecamente restringidos fuera del contexto de la proteina completa.

Debido a que la aptitud inmunogénica es principalmente una propiedad del APF mismo, y no del sistema inmune que
responde, la aptitud inmunogénica se puede evaluar en un modelo animal (por ejemplo, en ratones) aunque finalmente
el APF tendra que funcionar en humanos.

La aptitud inmunogénica lograda por los APF se evalla mediante inmunosorcion de sueros anti-APF con siembra
purificada o proteina de membrana, en un procedimiento analogo al descrito en Matthews et al., J. Immunol. 169: 837
(2002). La IgG se purifica a partir de sueros recogidos de ratones que han sido inmunizados. Las proteinas purificadas,
biotiniladas (segun sea apropiado, dependiendo del APF particular con el que se inmunizaron los ratones) se mezclan
con la IgG de ratén y se incuban. Perlas de sefarosa recubiertas con estreptavidina se afiaden en cantidad suficiente
para capturar toda la proteina biotinilada, junto con cualquier IgG unida. Las perlas recubiertas con estreptavidina se
remueven por centrifugacién a 13.000 rpm en una microcentrifuga, dejando la IgG que se ha agotado de anticuerpos
dirigidos contra la proteina, respectivamente. Las inmunoabsorciones falsas se realizan en paralelo de la misma
manera, excepto que la BSA biotinilada se sustituira por la proteina de la influenza como un absorbente simulado.

Para medir la aptitud inmunogénica de los APF, los anticuerpos absorbidos y los anticuerpos de absorcion simulada se
titulan uno al lado del otro en ELISA contra el APF inmunizante. Para la afinidad de APF seleccionados de una NPL de
presentacion en fago, el antigeno para estos ELISA sera proteinas de fusion APF-GST purificadas. Para los APF
potencialmente glicosilados de la NPL de presentacion en células de mamifero, el antigeno para estos ELISA sera
proteinas de fusion APF-Fc secretadas por células de mamifero y purificadas con proteina A. La disminucién porcentual
en el titulo anti-APF de anticuerpos absorbidos en comparaciéon con los anticuerpos absorbidos en forma simulada
proporcionaran una medida de la aptitud inmunogénica del APF.

Métodos de tratamiento

La divulgaciéon proporciona métodos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a un sujeto en riesgo de (o
susceptible a) una enfermedad o trastorno relacionado con el virus de la influenza. Tales enfermedades o trastornos
incluyen, pero no estan limitados a, por ejemplo, influenza aviar.

Métodos profilacticos

En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para prevenir una enfermedad o trastorno relacionado con el virus
de la influenza en un sujeto mediante la administracion al sujeto de un anticuerpo monoclonal o anticuerpo scFv de la
invencion o un agente identificado de acuerdo con los métodos de la divulgacion. Por ejemplo, el scFv y/o el anticuerpo
monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 pueden administrarse en cantidades terapéuticamente
efectivas. Opcionalmente, dos 0o mas anticuerpos antiinfluenza se administran conjuntamente.

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

El agente apropiado se puede determinar con base en los ensayos de seleccién descritos en este documento.
Alternativamente, o ademas, el agente a administrar es un scFv o anticuerpo monoclonal que neutraliza un virus de
influenza que se ha identificado de acuerdo con los métodos de la divulgacion.

Métodos terapéuticos
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Otro aspecto de la divulgacién se refiere a métodos para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con el virus de
la influenza en un paciente. En una realizacion, el método implica administrar un agente (por ejemplo, un agente
identificado mediante un ensayo de seleccion descrito en este documento y/o un anticuerpo scFv o anticuerpo
monoclonal identificado de acuerdo con los métodos de la divulgacion), o una combinaciéon de agentes que neutralizan
la influenza a un paciente que padece la enfermedad o trastorno.

Métodos combinatorios

La divulgacién permite tratar una enfermedad o trastorno relacionado con la influenza, tal como la influenza aviar, en un
paciente mediante la administracién de dos o mas anticuerpos, tales como D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90,
y H98 que se unen al mismo epitopo de la proteina HA.

La invencion se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion descrita
en las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1: métodos generales

Expresion y preparacion de diversos antigenos de barrido para la seleccion de la biblioteca de anticuerpos de
presentacion en fagos.

HA1. HAL es el fragmento del terminal N (aal7-338) de (A/Tailandia/2(SP-33)/2004(H5N1). El gen de coddn optimizado
y expresado como proteina de fusidon con una etiqueta de 9 aminoacidos en el terminal C (C9-etiqueta: GTETSQVAPA).
La proteina de fusion HA1-C9 se expresé en células 293T transitoriamente y la proteina secretada se purificé del
sobrenadante por cromatografia de afinidad. La proteina A-Sefarosa acoplada covalentemente con anticuerpo anti-C9
1D4 (Centro Nacional de Cultivo Celular) se utilizé para la purificacion de HA1-C9. HAO trimérico. El ectodominio (HAO)
del gen de hemaglutinina (HA) de A/Vietnam/1203/2004 se expresoé en células de insecto como una proteina de fusion
mediante la adaptacion del protocolo descrito previamente33. Esta construccién contiene una secuencia trimerizadora
‘foldon’ en el terminal C de la fibrina del bacteri6fago T4 para estabilizar la estructura trimérica, seguido de un sitio de
trombina y una etiqueta His6. El ADNc de la proteina de fusién se cloné en el vector de transferencia de baculovirus,
PAcGP67A (BD Biosciences, Bedford, MA) para permitir la secrecion eficiente de proteina recombinante. Se infectaron 9
x 10° células con la carga viral. Tres dias después de la infeccion, las células se centrifugaron y el sobrenadante se
incubd con 6 mL de perlas de Ni-NTA (Qiagen Inc., Valencia, CA). Las perlas se lavaron con regulador TBS (Tris.HCI 10
mM/NaCl 80 mM, pH 8,0) con imidazol 10 mM y se eluyeron con TBS con imidazol 250 mM. La proteina HA5 eluida se
dializ6 contra un regulador TBS y se purificé adicionalmente mediante intercambio iénico usando una columna Mono Q
HR10/10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Los HA5 purificados fueron digeridos por trombina durante la noche. La
integridad y la propiedad del trimero de HAO se examinaron usando filtracion en gel (columna Superdex 200) y SDS-
PAGE.

Seleccion de hibliotecas de anticuerpos en fagos y seleccién de anticuerpos contra H5.

Se usaron dos bibliotecas de scFv humanas no inmunes (un total de 2,7 x 10" miembros) construidas a partir de células
B de 57 donantes no inmunizados para la seleccion de scFv frente a HA1 purificado o HAO trimérico. Se incubaron 5 x
10" pfu de fagos-scFv preparados a partir de cada biblioteca con inmunotubos (Nunc, Naperville, IL) recubiertos con 10
pg de HAL o HAO, por separado. Los procedimientos de seleccion fueron los mismos que se describieron anteriormente.
Después de dos rondas de seleccion, los clones de scFv de fago Unico seleccionados al azar se cribaron para
determinar la unién especifica a HA1 o HAO mediante el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) como se
describié previamente. Los clones que se unieron a HA1 o HAO con valores de Asso de > 1,0 se calificaron como
positivos, mientras que los clones negativos dieron valores de < 0,1. Para los clones de unién especificos de HA1 o
HAO, los genes de las regiones variables de cadena pesada (VH) y ligera (VL) se secuenciaron y sus secuencias de
aminoacidos correspondientes se alinearon para identificar anticuerpos con secuencia diferente para una
caracterizacion adicional.

Expresion y purificacién de scFv-Fc solubles e IgG1 humana de longitud completa.

Se produjeron fago-scFv de clones individuales para el ensayo de neutralizacion usando el mismo método que para la
elaboracion de la biblioteca de fagos. Las particulas de fago se concentraron 25 veces usando precipitacion de
PEG/NaCl. Se produjeron scFv-Fc e IgG1l humanas completas como se describié previamente. En resumen, los scFv
seleccionados se convirtieron en scFv-Fc mediante subclonacién del scFv en un vector de expresion de Fc pcADN 3.1-
Bisagra que contiene los dominios de bisagra, CH2 y CH3 de IgG1l humana, pero carece de CH1. Para las IgG1
humanas completas, los fragmentos del gen de VH y VL de scFv se subclonaron por separado en la cadena ligera
kappa de IgG1 humana o en el vector de expresion de la cadena ligera lambda TCAE5S o TCAESG. Los scFv-Fc o IgG1 se
expresaron en células 293T o 293F (Invitrogen) mediante transfeccién transitoria y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad de proteina A sefarosa.
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Andlisis de resonancia de plasmoén superficial (SPR)

Se realizaron andlisis cinéticos de la unién de Mab de Ha de H5 a trimero HAO recombinante (VietNam1203/04) en un
Biacore T100 (Biacore) a 25°C. El anticuerpo Fc de IgG antihumano (Biacore) se recubrié covalentemente en
superficies de células de flujo individuales de un chip sensor CM4 mediante acoplamiento de amina usando el kit de
acoplamiento de amina (Biacore). Los Mab de HA se capturaron en superficies de Fc de IgG antihumano a una
velocidad de flujo de 10 pl/min en regulador HBS (Biacore) para asegurar que la uniéon de Mab-HAOQ ocurriera como una
interaccion de Langmuir 1:1 homogénea. HAO se inyectd sobre cada celda de flujo a la velocidad de flujo de 30 pl/min
en regulador HBS, y a concentraciones que varian de 0,31 a 20 nM. Una inyeccién de regulador sirvi6 como control
negativo. Todos los experimentos contenian una superficie de control de anticuerpo de Fc anti-lgG humano adicional
que sirvié para explicar los cambios en el indice de refraccion del regulador y para detectar posibles interacciones no
especificas entre HAO y Fc de IgG antihumana. Tras la finalizacién de cada ciclo de asociacion y disociacion, las
superficies se regeneraron con solucién de MgCl, 3M. Las tasas de asociacién (ka), las constantes de velocidad de
disociacion (kd) y las constantes de afinidad (KD) se calcularon utilizando el software de evaluacion Biacore T100. La
bondad de cada ajuste se basé en el acuerdo entre los datos experimentales y los ajustes calculados, donde los valores
de Chi? estaban por debajo de 1,0. Las densidades superficiales de Mab frente a HAO se optimizaron para minimizar la
transferencia de masa y evitar cualquier contribucién de efectos de avidez. Todos los ka, kd, KD reportados aqui
representan las medias y los errores estandar de tres experimentos.

Virus y células

Los virus A/Vietnam/1203/2004 (H5N1; H5-VNO04), A/Hong Kong/483/1997 (H5N1; H5-HK97), A/Paises Bajos/219/2003
(H7N7; H7-NLO3), y A/Ohio/4/1983 (H1N1; H1-OH83) de influenza de tipo silvestre, asi como una cepa de vacuna
adaptada al frio de A/Ann Arbor/6/1960 (H2N2) fueron obtenidos de la Red Mundial de Vigilancia de la Influenza de la
OMS vy provistos por Alexander Klimov (CDC, Atlanta, EE. UU.). Las células de rifion canino H1-PR34 y Madin-Darby
(MDCK) se obtuvieron de la American Type Culture Collection y se propagaron en modificacion de Dulbecco del medio
de Eagle con suero bovino fetal al 10%. La infectividad viral se determin6 mediante ensayo de placa en células MDCK.
Los virus vivos H5N1 de tipo silvestre se manejaron en contencién de bioseguridad de nivel 3, incluidas las mejoras
requeridas por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos y el programa de Agentes Selectos
http://www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/bmbl5/bmbl5toc.htm.

Ensayo de neutralizacion con virus pseudotipificados con HA
Plasmidos y constructos

El gen de HA de longitud completa de A/Tailandia/2(SP-33)/2004 (H5N1)), H5-SP33 y el gen de la neuramidasa de
A/Vietnam 1203/2004, N1, se optimizaron con codones y se clonaron en el vector pcDNA3.1 para obtener el plasmido
de expresion pcADN3.1-H5-SP33 y pcADN3.1-N1, por separado. El plasmido pCAGGS-H1(SC) que codifica la proteina
HA de longitud completa de A/Carolina del Sur/1/1918 (H1N1) fue amablemente proporcionado por formalidad del Dr. P.
Palese (Mount Sinai School of Medicine, EE. UU.). El plasmido pCAGGS-H1 (PR) que codifica la proteina HA de
A/Puerto Rico/8/34 (HLN1) fue un generosamente obsequiado por el Dr. M. Farzan (Harvard Medical School, EE. UU.).

Elaboracién de los virus pseudotipificados con HA

Los virus informadores de luciferasa de VIH de una sola ronda de H5N1 o H1N1 pseudotipificados por H5-SP33, H1-
SC/1918 o H1-PR/34 se elaboraron por cotransfeccion de células 293T con 4 plasmidos que son pcDNA3.1-H5-SP33,
vector de empaquetamiento de VIH pCMVAR 8.2 que codifica Gag-PoI57 de VIH-1, vector de transferencia pHIV-Luc que
codifica el gen informador de luciferasa de luciérnaga bajo control de LTR de VIH-1 y que expresa el plasmido
pcDNA3.1-N1. Treinta y seis horas después de la transfeccidn, los sobrenadantes virales se recogieron y almacenaron
a4°C.

Ensayo de neutralizacion

Antes de transducir las células, se incubd sobrenadante viral de H1-SC/1918 o virus seudotipado H1-PR/34F con 16
pg/mL de tripsina tratada con TPCK durante una hora a 25°C y luego se neutralizd con solucién neutralizadora de
tripsina (TNS, Cambrex) en la proporcién de 1:1 (V/V). Los anticuerpos o sueros de prueba se incubaron con una
cantidad adecuada de virus pseudotipificado H5-SP33 pseudotipificado H1 tratado con tripsina durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla se afiadio después a células 293T en placas de 96 pozos y se continud el cultivo
durante 48 horas. El nivel de entrada viral se evalué midiendo la actividad de la luciferasa en las células objetivo con un
luminémetro de microplacas.

Mapeo de epitopos de los anticuerpos 8, 10 y 66

Plasmidos y construcciones. pcDNA3.1-H5-SP33, pCAGGS-H1(SC) y pCAGGS-H1(PR) se describieron como
anteriormente. pCAGGS-H7 (FPV) que codifica proteinas HA para A/FPV/Rostock/34 (H7N1) fue proporcionado
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amablemente por el Dr. X. Yang (Beth Israel Deaconess Medical Center). Todos los mutantes de pcDNA3.1-H5-SP33 o
pPCAGGS-H7 (FPV) se construyeron mediante el método QuikChange (Stratagene). Analisis de citometria de flujo de la
union de anticuerpos anti-H5 a células que expresan HA. Diversos mutantes de HA y HA de tipo silvestre de longitud
completa que expresan plasmidos para H1, H5 o H7 se transfectaron transitoriamente en células 293T. 48 horas
después de la transfeccion, se incubaron anticuerpos anti-H5 (10 pug/mL) con células 293T transfectadas a 4°C durante
1 hora. Después, las células se lavaron tres veces con PBS que contenia 0,5% de BSA y 0,1% de NaN3. Para la
deteccién de la unién de anticuerpos anti-H5 a células transfectadas con HA, se utilizé IgG de cabra antihumana
marcada con FITC (Pierce) como anticuerpo secundario y se incub6 con células a 4°C durante 30 minutos. Las células
se lavaron nuevamente como se indicé anteriormente y se analizaron usando un Becton Dickinson FACSCalibur con el
software CellQuest.

Ensayo de microneutralizacion

El método se realiz6 como se describio previamente48. Brevemente, se mezclaron 100 TCIDsq (dosis infecciosas medias
de cultivo tisular) de virus en igual volumen con diluciones log2 de solucion madre de anticuerpos (1 mg/mL) en placas
de cultivo tisular de 96 pozos, y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Indicador Se afiadieron células MDCK indicadoras
(1,5x 10* células/pozo) a las placas, seguido de incubacién a 37°C durante 20 horas. Para establecer el punto final, las
monocapas celulares se lavaron luego con PBS, se fijaron en acetona, y el antigeno viral se detectdé mediante ELISA
indirecto con un mAb contra influenza A NP (A-3, Accurate).

Ensayo de reduccion de placa

Se incubaron virus A/Vietnam 1203/2004 (H5N1) o A/Holanda/219/03 (H7N7) (10.000 pfu) con scFv-Fc anti-H5 a tres
concentraciones diferentes 100 pg/mL, 10 pg/mL y 1 ug/mL a 37°C durante 30 minutos. La mezcla de virus-anticuerpo
se transfiri6 a monocapas de células MDCK en placas de 12 pozos y se incub6 a 37°C durante 1 h y luego las células
se lavaron y se recubrieron con agar. Después de 4 dias de incubacion, la capa de agar se descartd, y las placas se
visualizaron mediante tincién con cristal violeta.

Prueba de inhibiciéon de hemaglutinacién (HI)

Los virus de la influenza aviar se unen preferentemente a los receptores de acido sialico que contienen enlaces a2,3-
galactosa (a2,3Gal) del acido N-acetilneuraminico mientras que los virus humanos se unen preferentemente a los que
contienen enlaces a2,6-galactosa (a2,6Gal) del acido N-acetilneuraminico. Las bases moleculares para la especificidad
del receptor probablemente estan determinadas por un conjunto complejo de residuos en la HA viral. Las pruebas de
inhibiciéon de la hemaglutinaciéon (HI) son un método simple y ampliamente utilizado para evaluar las respuestas de
anticuerpos a la hemaglutinina de la influenza. Stephenson et al., informaron que al utilizar eritrocitos equinos y, por lo
tanto, aumentar la proporcién de enlaces a2,3Gal disponibles para la unién, se mejor6 la sensibilidad del ensayo de
hemaglutinacion. Ademas, los titulos del ensayo de HI se correlacionaron bien con los titulos del ensayo de
microneutralizacion. Los virus pseudotipificados se titulan primero usando hemaglutinacién de eritrocitos de caballo
como se describié. Se realizaran cribados iniciales de alto rendimiento usando suspensiones de eritrocitos de caballo y
ensayando la capacidad de los anticuerpos del fago para inhibir el punto final de HI de los virus H5/N1 titulados. Se
realizaran cribados secundarios mas detallados para la inhibicién de la entrada del virus informador H5N1 y HI usando
estudios de respuesta a la dosis con proteinas de scFvFc solubles producidas por células 293T transfectadas
transitoriamente y purificadas por perlas de proteina A.

Ensayo de inhibicién de unién viral

Se incubaron 0,5x10° células 293T con virus VIH seudotipados con H5-THO4 (~ 500 ng de p24) en presencia de mAb
anti-H5, mAb de control o, en ausencia de anticuerpos, en un regulador de PBS que contiene 0,5 % de BSA y 0,02% de
NaN3; a 4°C. Después de una hora de incubacion, se centrifugaron las células. Se recogieron los sobrenadantes y se
analizaron los niveles de p24 utilizando el kit ELISA de captura p24CA para VIH-1 (NCI, Frederick, NIH) para cuantificar
los virus no unidos. Las células se lavaron luego una o dos veces y se lisaron para cuantificar el virus unido a la célula
usando el mismo método.

Ensayo de inhibicion de fusion celular

Se transfectaron células 293T, ~90% confluentes en placas de seis pozos, con plasmido pcADN3.1-H5-TH04 y pcADN
3.1-N1 en una relacion de 4:1 (3 ug de ADN total/pozo) utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen). EI medio de cultivo se
complementé con 1 mL de mAb anti-H5, de control o de simulacién a las 6 horas después de la transfeccién, y se
cultivaron las células durante 36 horas. Se observaron células para la formacién de sincitios con un microscopio de
contraste de fase. Las fotomicrografias se tomaron con un aumento de 10x.

Expresion y preparacion de diversas proteinas HA para barrido

HA1l es un fragmento del terminal N de HA de H5N1 A/Tailandia/2 (SP-33)/2004 (H5-THO4), residuos 11 a 325
(numeracion H3). El gen era de coddn optimizado y se expresé como proteina de fusién con una etiqueta de 9
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aminoacidos en el terminal C (C9-etiqueta: GTETSQVAPA). La proteina de fusion HA1-C9 se expreso transitoriamente
en células 293T vy las proteinas secretadas en el sobrenadante se recogieron 48 horas después de la transfecciéon y se
purificaron del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad utilizando Proteina A Sefarosa acoplada
covalentemente con anticuerpo anti-C9 1D4 (National Cell Culture Center) El método para producir la proteina HAO de
H5-VNO4 es el mismo que se describe a continuacion para la cristalizacion del complejo H5-F10 pero sin la coinfeccion
por baculovirus para la escision de furina.

ELISA

Se recubrieron 0,2 ug de proteinas HA de H5 puras en una placa de ELISA Maxisorb de 96 pozos (Nunc, NY) a razén
de 2 yg/mL en PBS a 4°C durante la noche. La placa se lavé con PBS durante 3 veces para remover las proteinas no
recubiertas. Para el ELISA regular, se usaron 1 pg/mL de scFv-Fc anti-H5 seguido por IgG1 de HRP-anti-humano para
detectar la union de scFv-Fc anti-H5 para proteinas HA de H5. Para el ELISA de competicién, se mezclaron 50 pL (1012
pfu) de fago-scFvs anti-H5 con 5 pg/mL de scFv-Fc anti-H5 y se aplicaron a la placa de ELISA recubierta con HA de H5-
VNO4. La competencia de scFv-Fc para la unién del fago-scFv a HAO se determiné midiendo la unién restante del fago-
scFv usando HRP-anti-M 13. La densidad 6ptica a 450 nm se midi6é después de incubacién del sistema de sustrato de
peroxidasa tetrametilbenzidina (TMB) (KPL, Gaithersburg MD).

Expresion, purificacion y cristalizacion del complejo H5-F10

Se clond el gen que codifica F10 de cadena sencilla (VH-enlazador-VL) (scFv) en el vector pSynl que contiene una
sefial de secrecion periplasmica en el terminal N pelB, y una etiqueta de 6His en el terminal C. Se expresé scFv de F10
en células XL 10 en medio 2YT que contenia glucosa al 0,1% (p/v) a 25°C durante 15 horas con IPTG 0,5 mM. La
proteina se purificd primero con Hisbind Ni-NTA (Novagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y luego con
Superdex 200 (Amersham Biosciences) en Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5 M, pH 8.

El ectodominio del gen de HA de H5-VNO4 se expreso en células de insecto como una proteina de fusion adaptando el
protocolo descrito previamentes. Este constructo contiene una secuencia "foldon" de trimerizacion del terminal C de la
fibritina del bacteriéfago T4 para estabilizar la estructura trimérica, seguido de un sitio de trombina y una etiqueta Hiss.
El ADNc de la proteina de fusion se cloné en el vector de transferencia de baculovirus, pAcGP67A (BD Biosciences,
Bedford, MA), para permitir la secrecion eficaz de proteina recombinante. Para obtener HA completamente escindido
(como trimeros de HA1-HA2), se coinfectaron células sf9 con reservas de baculovirus de HAO y furina en una relacion
derivada empiricamente. El ADNc furina fue un obsequio del Dr. Robert Fuller (Universidad de Michigan). Tres dias
después de la infeccion, las células se centrifugaron y el sobrenadante se incubd con perlas de Ni-NTA (Qiagen Inc.,
Valencia, CA). Las perlas se lavaron con regulador TBS (Tris.HCI 10 mM, NaCl 80 mM, pH 8,0) con imidazol 10 mM, y
se eluyeron con TBS con Imidazol 250 mM. La proteina H5 eluida se dializé frente a regulador TBS y se purifico
adicionalmente mediante intercambio i6nico usando la columna Mono Q HR10/10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). El
H5 purificado se digiri6 mediante trombina durante la noche y se purificé adicionalmente mediante una columna
Superdex 200 en regulador TBS.

Los complejos H5-F10 se formaron mezclando los dos componentes purificados, y se aislaron mediante Superdex 200
en regulador TBS. Las fracciones maximas se reunieron y se concentraron a ~11 mg/mL. La integridad del trimero H5
se examind usando filtracién en gel (columna Superdex 200) y SDS-PAGE. Los cristales crecieron por el método de
difusién de vapor de gota colgante a 22°C. Se mezclaron 2 pL de H5 - F10 con un volumen igual de 12,5% de PEG 1K,
25% de etilenglicol, Tris 100 mM pH 8,5. Los cristales se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido antes de la
recoleccion de datos.

Cocristalizacién del complejo H5-F10

Para la cocristalizacién del complejo H5-F10, F10 se expresoé en E. coli y se purifico mediante Ni-NTA y filtracion en gel.
H5 se expres6 mediante coinfeccion de H5 y reservas de furina de baculovirus en células sf9, y se purific6 mediante Ni-
NTA, intercambio i6nico de aniones y cromatografia de filtracién en gel. Se obtuvieron os complejos H5-F10 mezclando
H5 con un exceso de F10 y se aislaron mediante filtracion en gel. Los cristales se cultivaron mezclando 2 pL de
complejo (~11 mg/mL) con un volumen igual de 12,5% de PEG 1K, 25% de etilenglicol, Tris 100 mM, pH 8,5 usando el
método de difusion de vapor de gota colgante a 22°C. La estructura cristalina se determiné a una resolucion de 3,2 A
por reemplazo molecular y se refind a una Rygre de 0,29 con una excelente geometria.

Recoleccién de datos, determinacion de estructura y refinamiento

Se recogieron datos de difraccién de rayos X en las lineas de haces 7,1 y 9,2 del Laboratorio de Radiaciéon Sincrotrénica
de Stanford (SSRL). Los datos se procesaron con XDS7 y el paquete HKL2000.

La estructura del complejo H5-F10 se determind mediante reemplazo molecular con PHASER usando la estructura de
H5 (A/Vietnam/1194/04; codigo PDB 2IBX) y la estructura de scFv de nAb 80R de SARS (c()dié:]o PDB 2GHW) como
modelos de busqueda. El modelo de homologia de la estructura de scFv se compilé con WHATIF®. La unidad asimétrica
contiene dos trimeros H5 y seis moléculas F10.
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Las soluciones del reemplazo molecular se sometieron a varias rondas de refinamiento con el programa REFMACS5 con
hibridacion simulada en CNS vy reconstruccién del modelo manual con Coot y Xtalview. El modelo final incluye los
residuos 506/503/503/496/495/496 para 6 copias independientes de HA, respectivamente, 233 residuos para cada
nAb10, 24 N-acetil-d-glucosamina y 6 3-d-manosa, 0 moléculas de agua. Los parametros geométricos se evaluaron con
PROCHECK y Rampage.

Proteccion de ratones con hMab contra H5

Todos los estudios en ratones se realizaron en instalaciones de animales de nivel de bioseguridad 3 (BSL3) acreditados
por USDA y CDC de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de CDC. Se
usaron ratones Balb/C hembra de 8-10 semanas de edad (5 por grupo) en todos los experimentos. Para todos los
grupos, los ratones se observaron durante 2 semanas, se anotaron los pesos y las muertes diariamente.

Estudio profilactico con ratén. Se administraron tres hMab (D8-1gG1, F10-IgG1 y A66-lgG1) o hMab de control 80R-IgG1
a 2 dosis de 10 mg/kg y 2,5 mg/kg53 en ratones por via intraperitoneal (i.p.). Veinticuatro horas después de la
administracion de hMab, todos los grupos de ratones fueron expuestos a A/Vietham/1203/04 (H5N1) o A/HK/483/97
(H5N1) por via intranasal (in) a una dosis de virus 10 MLDs, (50% de dosis letal para el ratén) bajo anestesia ligera.

Estudio terapéutico de raton. Los ratones se infectaron por primera vez en forma i.n. con 10 MLD50 de
AlVietnam/1203/04 (H5N1) o A/HK/483/97 (H5N1). Tres hMab contra H5 o hMab de control a razén de 10 mg/kg fueron
administrados en forma i.p. en ratones 24, 48 y 72 horas después de la infeccion con A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Para
ratones infectados con A/HK/483/97 (H5N1), los hMab solo se inyectaron 24 horas después del desafio viral.

Identificacién de anticuerpos anti-fago H5

Anticuerpos contra HA1. Se usé HA1 recombinante purificado para seleccionar anticuerpos de dos bibliotecas de scFv
humanas no inmunes por separado. Después de dos rondas de seleccion en HAL, 58 de los 96 clones cribados por
ELISA fueron clones positivos especificos de HAL. Se identificaron tres scFv anti-HA1 Unicos (38B y 1C) por analisis de
secuenciacion de los 58 clones HAL positivos. Se repitieron experimentos similares de seleccion y cribado; no se
identificaron nuevos clones, pero se obtuvieron los mismos tres scFv como se describié anteriormente. La secuencia de
aminoacidos de 2A se muestra en la Tabla 1B.

Anticuerpos contra el ectodominio de H5 (HAOQ). Se us6 HAO trimérico recombinante purificado para seleccionar las
mismas bibliotecas de anticuerpos que las usadas para HA1. Después de dos rondas de seleccién en HAOQ, se crib6é un
total de 392 clones para la union especifica a HAO mediante ELISA. 97 clones reconocieron la proteina HAO
especificamente. Diez Unicos scFvs anti-HAO (7, 8, 10, 17, 40, 66, 80, 88, 90 y 98) se identificaron por andlisis de
secuencia. Seis diferentes VH y 10 genes de VL diferentes se revelaron (algunos scFv comparten el mismo gen de VH).
Cinco de las seis VH diferentes pertenecen a una familia de genes, IGHV1-69. Los genes de VL eran mucho mas
diversos que los genes de VH, tres de los 10 VL son de cadena Kappa. (Figura 3).

Establecimiento de un sistema confiable de virus informador de una ronda

Los virus informadores de luciferasa de VIH de una sola ronda de H5N1 o H1N1 pseudotipificados por H5-SP33, H1-
SC/1918 o H1-PR/34 se elaboraron mediante cotransfeccion de células 293T con 4 plasmidos que son pcADN3.1-H5-
SP33, vector de empaquetamiento de VIH pCMVAR 8.2 que codifica Gag-Pol de VIH-1, vector de transferencia pHIV-
Luc que codifica el gen informador de luciferasa de luciérnaga bajo el control del LTR de VIH-1 y que expresa el
plasmido pcADN3.1-N1. 36 horas después de la transfeccion, los sobrenadantes virales se recogieron y almacenaron a
4°C. El titulo de virus pseudotipificado con HAO se midié infectando células 293T. La inclusién del plasmido que expresa
N1 en la transfeccion de la elaboraciéon de virus pseudotipificados puede aumentar drasticamente el titulo de virus
pseudotipificados H5. Se examind el comportamiento apropiado de los virus seudotipados H5 mediante el uso de suero
inmune de hurén contra H5N1 (A/Vietham/2004). Estos virus pueden ser neutralizados de forma potente por el
antisuero, mientras que no por el suero de sangrado previo. Por lo tanto, se establecié un sistema de virus informador
de alta eficiencia confiable de una sola ronda para el cribado eficiente de anticuerpos neutralizantes.

Ejemplo 2: Identificacion de anticuerpos neutralizantes contra H5N1 usando virus pseudotipificado con H5-SP33 vy
ensayo de microneutralizacion. Resultados del ensayo de neutralizacién utilizando virus pseudotipificados.

Se produjeron scFvFc bivalentes de anticuerpos anti-H5 y se probaron para actividades de neutralizacion contra virus
pseudotipificados con HAO. Se encontré que 2A es un anticuerpo neutralizante moderado, 38B y 1C son anticuerpos no
neutralizantes (datos no mostrados). El anticuerpo 2A se ha usado como un reactivo anti-HA Util para otros ensayos
(mapeo de epitopos) que se describen a continuacion. Al usar el trimero HAO como objetivo, se han identificado 10
nuevos anticuerpos Unicos contra HAO. Estos Ab se cribaron para determinar la actividad de neutralizacién mediante el
uso de un novedoso método de cribado de fago-scFvs de alto rendimiento que se ha establecido recientemente en el
laboratorio. Brevemente, los fagos-scFv de clones individuales se usaron directamente en un ensayo de neutralizacion
inmediatamente después de ser cribados por ELISA para clones positivos en placas de 96 pozos. En este esquema, la
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actividad de neutralizacidn se conocera en 48 horas. Al hacer esto, se omiten los pasos de subclonacion y expresion de
Ab soluble que consumen mucho tiempo.

Como se muestra en la figura, los Ab neutralizantes que fueron indicados por los fagos-scFv resultaron ser potentes
neutralizantes cuando se confirmaron con Ab scFvFc soluble. Todos los 10 anticuerpos cribados por fagos-scFv son
potentes anticuerpos neutralizantes. También se convirtieron 3 de los 10 anticuerpos (D8, F10 y A66) en IgG1 humana
de longitud completa, la actividad de neutralizacién potente se volvié a ver con los virus pseudotipificados H5-SP33. Los
tres anticuerpos también neutralizaron de manera cruzada H1NL1: tincién potencialmente neutralizada de H1-SC/1918 y
cepa moderadamente neutralizada de H1-PR/34 (véanse las Figuras 4A-4C).

Resultados del ensayo de microneutralizacién. Como se muestra en las Figuras 4A-4C y 9B, los 10 anticuerpos anti-H5
exhibieron diferentes niveles de neutralizacion. F10-Fc, A66-Fc, E88-Fc y E90-Fc parecian ser los inhibidores mas
potentes, que neutralizan mas del 95% del virus de 10,000 pfu a razén de 10 pg/mL y mas del 50% a razén de 1 pg/mL.
También se observo una reduccion completa de placa cuando se usaron 100 pfu para estos cuatro anticuerpos a razén
de 10 pg/mL o 1 yg/mL (datos no mostrados).

Se encontrd que los 10 anticuerpos (scFv-Fc) neutralizaban pseudovirus H5 (particulas similares a virus con VIH-1 solo
nucleos que muestran H5 en su superficie), en este caso del virus del clado 1, A/Tailandia/2-SP-33/2004 (H5N1) ("H5-
THO04"). Los 10 anticuerpos también exhibieron niveles altos pero distintos de neutralizaciéon contra virus H5-VNO4
(Clado 1) y Alindonesia/5/2005 ("H5-IN05", Clado 2.1) en un ensayo de reduccion de placa riguroso (Figura 9),
sugiriendo que el epitopo o epitopos de neutralizacion se conservan en diferentes clados H5. Sin embargo, ninguno de
los Ab neutralizé un virus del Grupo 2, la cepa HPAI H7N7, A/Los Paises Bajos/219/03 (H7N7) (H7-NLO3) (Figura 4A).

Los 10 nAb unidos a H5 trimérico y que compiten en forma cruzada entre si (Figura 9) indican que reconocen un epitopo
solapante. Con base en este hallazgo, asi como la diversidad de secuencias de VH y la potencia de neutralizacién, se
seleccionaron tres nAb (D8, F10 y A66) y se convirtieron en IgG1 humana de longitud completa. Las tres nAb IgG1 se
unieron a H5 recombinante (H5-VNO4) in vitro con alta afinidad (Kd~100-200 pM) y velocidades de disociacion muy
lentas (kd ~ 10™s™) (Figura 10).

Ejemplo 3: caracterizacion cinética de la unién de HAO (el ectodominio de HA de A/Vietham1203/04) a D8-IgG1, F10-
IgG1 y A66-1gG1 mediante el uso de BlAcore T-100

Se capturaron Mab en un chip CM4 a través de IgGl antihumana, y se inyect6 HAO trimérico a diversas
concentraciones (20, 10, 5, 2,5, 2,5, 1,25, 0,625 nM) sobre la superficie del chip. La cinética de unién se evalu6 usando
un modelo de unién Langmuir 1:1. Las curvas de union registradas (restando el blanco de referencia) se muestran en
negro y las curvas calculadas en rojo. Todos los ka, kd, KD representan la media y los errores estandar de tres
experimentos. Usando Biacore T100 y el software de evaluacion de Biacore T100, se determind las velocidades
cinéticas y las constantes de afinidad para los tres MAb anti-HA ajustado a un modelo de Langmuir 1:1. Como se
muestra en la figura a continuacion, se observaron ka, kd y KD similares de D8 y F10, y A66 tenia un KD 1,8 veces
menor que 8 y 10 debido a la velocidad de disociacion relativamente mas rapida que los otros dos anticuerpos. Los
complejos entre Mab y HAO fueron estables como se ilustra mediante una velocidad de disociacion muy lenta (8,8 £ 1,1
x 10° s7~1,8 + 0,3 x10™ s™) y una unién de alta afinidad con el trimero H5 a nivel de pM. (Figuras 10A y 10B)

Ejemplo 4: efecto profilactico y terapéutico de anticuerpos anti-H5

La eficacia protectora de nAb humano frente a la infeccion por el virus H5SN1 y HIN1 se evalué en un modelo de raton
BALB/c. Los ratones se trataron con diferentes dosis de nAb ya sea antes o después de la exposicion viral letal.

Eficacia profilactica (Figura 7a, b, g y h). Los ratones se trataron con nAb anti-H5 o mAb de control 24 horas antes de
exposicion letal por via intranasal (i.n.) con 10 dosis letales medianas (MLDsg) de los H5N1 o HINL1. La inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de 10 mg/kg de cualquiera de los tres nAb proporcioné proteccion completa a los ratones expuestos
a H5-VNO04 (A/Vietnam/1203/04 (H5N1), Clado 1). Una dosis menor de anticuerpos (2,5 mg/kg) también fue altamente
protectora (Figura 7a). Se observé proteccion profilactica contra el virus H5-HK97 (A/HongKong/483/97 (H5N1), Clado
0) en 80-100% de los ratones tratados con 10 mg/kg de cualquiera de los tres nAb (Figura 7b). Cualquiera de los tres
nAb (con 10 mg/kg de inyeccién Unica) proporciond una proteccion completa de los ratones expuestos a virus H1-
WSN33 (A/WSN/1933 (H1N1)) (Figura 7g). D8 y F10 protegieron completamente a los ratones expuestos a H1-PR34
(A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)) cuando se les administré a razén de 10 mg/kg de inyeccién Unica. A66 proporciond
proteccion completa de ratones cuando se administraron 25 mg/kg de anticuerpo como una Unica inyeccion (Figura 7h).
Eficacia terapéutica (Figura 7c-f). Los ratones se inocularon con H5-VNO4 y se inyectaron con nAb a 24, 48, 72 hpi
(Figura 7c, e y f) o con H5-HK97 a 24 hpi (Figura 7d). El tratamiento i.p, con 15 mg/kg (una dosis terapéuticamente
alcanzable en humanos) de cualquiera de los 3 nAb a las 24 horas después de la inoculacién (hpi) protegié al 80-100%
de los ratones expuestos con 10 veces la MLDsg ya sea del virus H5-VNO4 o H5-Virus HK97 (Figura 7c-d). Los ratones
tratados con la misma dosis de nAb a 48 o 72 hpi con H5-VN04 mostraron niveles de proteccion similares o superiores
(Figura 7 2e-f). Los ratones que sobrevivieron en todos los grupos de tratamiento con nAb anti-H5 se mantuvieron sanos
y mostraron una pérdida de peso corporal minima durante el periodo de observacion de 2 semanas (datos no
mostrados).

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 536 T3

Ejemplo 5: Supresion del titulo viral en tejidos por anticuerpos anti-H5 en un estudio terapéutico con animales

El efecto antiviral de nAb utilizado terapéuticamente se investigd adicionalmente midiendo el titulo del virus 4 dias
después de la exposicion ya sea en los pulmones, como un indicador de inhibicion de la replicacion local, o en el bazo y
el cerebro, indicativo de la propagacion sistémica que es caracteristica de la infeccion con H5N1. Los nAb mediaban
una supresion significativa de la replicacion viral en los pulmones de ratones tratados con nAb H5 en comparacién con
los controles cuando se administraron dentro de las 48 horas de la exposicion (Figura 12). Notablemente, dos de los
nAb, D8 y F10, también mostraron un efecto antiviral cuando se administraron a 72 hpi. La diseminacion del virus
sistémico al cerebro fue baja en los animales de control, ocultando cualquier efecto del tratamiento con nAb. Sin
embargo, el impacto de la terapia con nAb en la diseminacion sistémica se demostr6 de manera espectacular por la
supresién = 1000 veces de la diseminacién del virus al bazo incluso cuando los tres nAb se administraron en 72 hpi.

Ejemplo 6: mapeo inicial del epitopo del anticuerpo D8, F10 y A66.

Se transfectaron transitoriamente mutantes HA y HA de tipo silvestre de longitud completa que expresan plasmidos para
H5-SP33 en células 293T. 48 horas después de la transfeccion, se incubaron anticuerpos anti-H5 (10 pg/mL) con
células 293T transfectadas a 4°C durante 1 hora. Después, las células se lavaron tres veces con PBS que contenia
0,5% de BSA y 0,1% de NaNs. Para la deteccion de la unién de anticuerpos anti-H5 a células transfectadas con HA, se
utilizé IgG de cabra antihumana marcada con FITC (Pierce) como anticuerpo secundario y se incubé con células a 4°C
durante 30 minutos. El anticuerpo 2A se us6 como un anticuerpo de control para indicar la expresion de cada mutante.
Como se puede ver en la tabla a continuacion, los epitopos para Mab D8, 1F0 y A66 son similares y estan ubicados en
posiciones de 307 en HAl y 52, 59, 65, 93 en HA2. La posicidon de estos aminoacidos se destacé en la estructura
cristalina de H5 (A/Vietnam/1203/04 (H5N1)).

Ejemplo 7: Uniéon y neutralizacién de virus del agrupamiento H1.

La neutralizacién cruzada del clado de virus H5N1 (Figura 4) motivé la prueba de la neutralizaciéon de otros subtipos de
HA dentro del agrupamiento H1 del Grupo 1 (Figura 11). Los tres nAb unidos a las células que expresan H1 de longitud
completa ((A/Carolina del Sur/1/1918 (H1N1) ("H1-SC1918") y A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) ("H1-PR34"), H2
(A/Japdn/305/57 (H2N2)) ("H2-JP57"), H6 (A/pollo/Nueva York/14677-13/1998 (H6N2)) (H6-NY98), pero no un subtipo
del Grupo 2, H7 ((A/FPV/Rostock/34 (H7N1) ("H7-FP34") (Figura 4). También neutralizaron la infeccién por el virus
pseudotipificado H1-SC1918 y H1-PR34 (Figura 4); y ademas, F10 neutralizo la infeccion por PR34 (H1N1), A/Ohio/83
(HIN1) ("H1-OH83") y A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) (Figura 4). Estos resultados sugieren que estos nAb reconocen un
epitopo en HA que no solo esta altamente conservado entre los clados H5, sino que también esta presente en los
subtipos H1, H2 y H6, y potencialmente subtipos dentro de otros agrupamientos. Por lo tanto, se decidi6 investigar el
mecanismo de neutralizacion del virus en detalle.

Ejemplo 8: nAb inhibe la fusion celular pero no la unién al virus.

Dos formas en las que Ab anti-HA pueden mediar en la neutralizaciéon estan bloqueando la unién de HA a su receptor
celular, y la inhibicién de la fusién de la membrana huésped-virus al interferir con los cambios conformacionales de HA
inducidos por pH bajo. Se encontré que los tres nAb no afectaban al virus que se unia a las células ni inhibian la
hemaglutinaciéon (unién y entrecruzamiento de los glébulos rojos), mientras que un nAb anti-H5 de ratén, 17A2.1.2 y
suero anti-H5N1 de hurén ambos inhibian la hemaglutinacion, redujeron la unién hasta niveles basales.

Posteriormente, se probd la capacidad de los nAb para inhibir la fusion de membranas de células huésped usando un
sistema modelo en el que se cotransfectaron células 293T a alta densidad con plasmidos que expresan H5 y N1 de H5-
THO4. Las proteinas virales expresadas en la superficie provocan que las células se fusionen y formen sincitios, lo que
ocurre espontaneamente dentro de las 36-48 horas posteriores a la transfeccién en condiciones normales de cultivo.
Cuando se afiadieron nAb 6 horas después de la transfeccidon y se observaron 36 horas después, se observo la
inhibicidon completa de la formacion de sincitios en los 3 casos. En ausencia de nAb, las células expuestas brevemente
(3-4 minutos) a un medio acido (pH 5) 30 horas después de la transfeccidn forman sincitios extensos. Los nAb (5 pg/mL)
también bloquearon completamente la formacion de sincitios bajo estas condiciones (datos no mostrados). En conjunto,
estos resultados indican que los tres nAb inhiben la fusién a la membrana que interfiere con la unién al receptor.

Ejemplo 9: Caracterizacién estructural del epitopo nAb

A continuacidn, se determiné el epitopo y el modo de unién de uno de los nAb, F10, resolviendo la estructura cristalina
de su fragmento scFv en complejo con HA (H5-VNO4) a una resolucion de 3,2 A, y mediante mutagénesis. (Fig. 6 y
Tabla 4).

En el complejo, cada trimero H5 se une a tres moléculas de F10, en sitios relacionados con simetria, enterrando -1500
A% de superficie de proteina por anticuerpo; la estructura de H5 en si misma no se ve significativamente alterada por la
uniéon de F10. HA se sintetiza como una cadena sencilla, HAO, que se activa por escisidon proteolitica en dos
subunidades, HA1 y HA2. La escisién conduce al entierro del "péptido de fusion" (que comprende los primeros ~ 21
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residuos de HA2) en el vastago proximal a la membrana. La unién de F10 ocurre exclusivamente en esta region (Fig. 6),
estableciendo contactos intimos con el péptido de fusién, elementos de HA1 y HA2 (los cuales son parte integral de la
estructura de esta region) que bloquean al péptido en su lugar en la conformacién de pH neutro, asi como la horquilla
helicoidal grande de HA2 que experimenta un cambio de conformacién masivo a pH acido para propulsar el péptido de
fusién desde su bolsillo viral de la membrana proximal a la superficie distal del virus, donde puede desencadenar la
fusién con la membrana endosémica.

La cadena pesada de F10 juega el papel principal en la uniéon de H5, utlizando las puntas de sus tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR). Cada molécula F10 establece contactos con las subunidades HA1 y HA2
dentro de un solo monémero del trimero HA (Fig. 6). La regién de contacto comprende un bolsillo formado por parte del
péptido de fusion de HA2, con elementos de HA1 en un lado y una cara expuesta de hélice aA de HA2 en el otro (Figura
6). Una triada de residuos de anticuerpos - F55 y M54 de CDR H2, e Y102 de CDR H3 - forman puntos de contacto
principales. El anillo de fenilo de F55 se extiende a través de una superficie plana formada por un bucle prominente del
bucle peptidico de fusion (residuos de HA2 DGW 19,-21, (esquema de numeracion H3; los subindices 1y 2 se refieren
a cadenas HA1l y HA2)) y las cadenas laterales aromaticas de dos histidinas flanqueantes (residuos 18; y 381) y un
triptéfano, W21,, que forma la parte posterior del bolsillo. La cadena lateral de M54 también entra en contacto con los
anillos aromaticos de W21, y H38;, asi como con la cadena lateral de 145, de la hélice aA, mientras que su cadena
principal de carbonilo oxigeno hidrégeno se une con la cadena lateral de H381. Y102 inserta su cadena lateral en una
grieta hidréfoba creada por cuatro cadenas laterales de la hélice aA, y también enlaces de hidrégeno con un carbonilo
de cadena principal (D19,) del péptido de fusion. El bucle H1 de CDR hace muiltiples contactos con el extremo terminal
C de la hélice oA y un bucle de HA1 en la base de la region de la cabeza (Figura 6).

En paralelo, los experimentos de mutagénesis se llevaron a cabo en la hélice oA para ayudar a definir el epitopo (Fig.
6). Las mutaciones en 3 residuos que entran directamente en contacto con el anticuerpo: V52A/E, N53A e I56A,
redujeron significativamente o suprimieron la unién del anticuerpo, mientras que la mutaciéon conservadora, V52L, no
tuvo ningln efecto. Como controles, las mutaciones en una cara expuesta diferente de la hélice, que no entra en
contacto con el anticuerpo, no tuvieron ningun efecto sobre la unién del anticuerpo. Por lo tanto, la mutagénesis de la
hélice aA es completamente coherente con el epitopo definido cristalograficamente para F10. Ademas, los otros dos
nAb, para los cuales no existen datos estructurales, mostraron un perfil de unién mutante-nAb casi idéntico, indicativo
de un epitopo estrechamente coincidente y consistente con la union competitiva (Figura 6, Figura 9). Tomados en
conjunto, concluimos que los tres nAb neutralizan virus estabilizando la conformacion de pH neutro de HA en una region
que proporciona el desencadenante (la liberacion mas probable del péptido de fusion de su bolsillo) para cambios
conformacionales que conducen al estado fusogénico.

Ejemplo 10: Base estructural de la neutralizacion de amplio espectro

La region de HA definida por el epitopo F10 esta altamente conservada entre los 16 subtipos de HA (Fig. 6 y Tabla 5).
El péptido de fusion debe adoptar una estructura bien definida, tanto en la conformacion de pH neutro como durante el
proceso de fusién de la membrana, y los estudios de mutagénesis han demostrado que se toleran pocos cambios de
secuencia. La cara helicoidal expuesta de HA2 oA también es casi invariante en ambos grupos, presumiblemente
porque debe reorganizarse para formar la superficie interna de la bobina enrollada trimérica larga en el estado
fusogénico. Por lo tanto, la exigencia de que estos segmentos adopten dos estructuras muy diferentes en dos
ambientes distintos presumiblemente imparte fuertes restricciones evolutivas en las secuencias, proporcionando una
l6gica clara para su conservacion a través de los 16 subtipos de HA.

Las estructuras cristalinas se han determinado para los subtipos H1, H5 y H9 del Grupo 1y H3 y H7 del Grupo 2, y las
estructuras se dividen en dos clases distintas, coincidentes con los dos grupos definidos por analisis filogenético.
Comparaciones adicionales muestran que las dos clases también se pueden distinguir facilmente en el nivel
tridimensional detallado dentro de la region definida por el epitopo F10. Las diferencias de secuencia en unos pocos
aminoéacidos clave incrustados en el nlcleo que son caracteristicos de cada clase (por ejemplo, en 17; y 111y)
conducen a diferencias consistentes en la orientacion de varias cadenas laterales dentro del epitopo, asi como a la
disposicion del bolsillo con respecto a la hélice aA.

Dentro de cada grupo/clase, la region epitopica esta altamente conservada, con muy pocas diferencias en un
agrupamiento dado, y solo unos pocos cambios, generalmente conservadores, entre agrupamientos (por ejemplo, en las
posiciones 18; y 38i, Figura 6D). Nuestra observacion de que los 3 nAb pueden reconocer los 4 miembros del
agrupamiento H1 demuestra que las diferencias de aminoacidos en la periferia del epitopo (como en el residuo 401, que
es K, Q oV en este agrupamiento) pueden no ser criticas para la union.

Los 10 anticuerpos que se han seleccionado tienen 5 conjuntos diferentes de CDR1-3 de VH, que varian
sustancialmente en secuencia y longitud. Sin embargo, los tres residuos clave en CDR2 (M54, F55) y CDR3 (Y102) que
se insertan en el bolsillo se conservan. La conservacién de residuos clave dentro de un contexto variado de CDR puede
expandir el intervalo de reconocimiento de subtipo/grupo de HA por este agrupamiento de nAb mas alla de los
analizados aqui. Sin embargo, debe observarse que 4 de 6 subtipos del Grupo 2 estan glicosilados en la posicion 38;,
que se encuentra en la periferia del epitopo F10. Los estudios de modelado predicen los enfrentamientos estéricos
(pero solo con el bucle H1 de CDR), lo que probablemente contribuye a la falta observada de unién/neutralizacion de los

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 536 T3

virus H7.
Ejemplo 11: nAb anti-H5 se unen a una amplia gama de subtipos de HA del Grupo 1

Los virus del Grupo 1 contienen 10 de los 16 subtipos totales del virus de influenza A, y se clasifican ademas en 3
"agrupamientos", Hla, H1b y H9. Probamos nuestros nAb para la unién a los siete subtipos de HA de los agrupamientos
Hla y H1b, que incluyen el virus H5 aviar y los subtipos de influenza humana mas comunes, con la excepcion del
subtipo del Grupo 2, H3. Ademas de H5, encontramos que las tres nAb IgG1 se unieron a las células que expresaban
H1 de longitud completa de 2 cepas diferentes de H1N1, incluida la "influenza espafiola” de 1918; H2 de H2N2; y H6 de
H6N2; asi como los subtipos del agrupamiento 1b: H11 de H11N9; H13 de H13N6; y H16 de H16N3. Sin embargo,
ninguno de ellos se unié a un subtipo del Grupo 2, H7 de H7N1 (Fig. 13). Mas detalles acerca de la Fig. 13 son los
siguientes. Analisis FACS de nAb anti-H5 que se une a H1, H2, H5, H6 (agrupamiento Hla) y H11, H13 y H16
(agrupamiento H1b). Las células 293T se transfectaron transitoriamente con diferentes plasmidos que expresan HA. La
union de nAb a las células se analiz6 mediante FACS. El anticuerpo especifico para H5 2A y 80R son controles
negativos. También se muestra la falta de union a un Grupo 2 HA, H7. Los detalles sobre las cepas virales son: H1-
SC1918 ((A/Carolina del Sur/1/1918 (H1N1)), H1-PR34 (A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)), H2-JP57 (A/Japdn/305/57
(H2N2)), H5-THO4 (A/Tailandia/2-SP-33/2004 (H5N1)), H6-NY98 (A/Pollo/Nueva York/14677-13/1998 (H6N2)), H7-FP34
(A/FPV/Rostock/34 (H7N1)), H11-MP74 (A/Pato/Menfis/546/74 (H11N9)), H13-MD77 (A/Gaviota/MD/704/77 (H13N6)) y
H16-DEO06 (A/Ave del litoral/DE/172/06 (H16N3)).
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Los residuos de contacto se definen por tener una distancia interatomica de <4.5 A. El subrayado, la cursiva y la negrita
indican las contribuciones de los residuos individuales a la energia libre de enlace: muy favorable (doble subrayado
(V27, T28, 145, D19, W21)), favorable (subrayado Unico (S25, S291, M292, 156, V52, N53, T49, H18, V18, G20, T57,
T41)), insignificante (sin subrayado (S30, S31, Q40, H38), desfavorable (cursiva), muy desfavorable (cursiva en
negrita ). De acuerdo con los calculos de energia utilizando el servidor en http://structure.pitt.edu/servers/fastcontactl.

Tabla 4. Estadisticas de recopilacion y refinamiento de datos.

H5-F10
Recoleccién de datos
Parametros de la celda a=205,3,b=1185,
c =338,9
B =99,6°
Grupo espacial C2
Resolucion (A)* 3,2(3,28-3,20)
Reflexiones totales 509.705
Reflexiones Unicas 112.570
Integridad (%)* 85,0 (68,4)
I/c promedio (1)* 9,5 (2,0)
RFUSION (%)* 12,8 (81,0)
Redundancia * 4,5 (4,5)
corte 0 -3
Refinamiento
Resolucion 50-3,2(3,28-3,20)
RTRABAJo* 0,23 (0,32)
Rugre (5% de los datos) * 0,29 (0,38)
Distancia de unién RMSD (A) 0,01
Angulo de unién RMSD (°) 1,31
Valor B promedio 75,7
Atomos de solvente 0
corte o Ninguno
Grafico de Ramachandran
Residuos en regiones favorecidas (%) 90,0
Residuos en regiones permitidas (%) 9,5
Residuos en regiones atipicas (%) 0,5
* Los nimeros entre paréntesis corresponden a la capa de resolucion mas alta
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Otras realizaciones
Aunque se han descrito en detalle en la presente memoria realizaciones particulares, esto se ha realizado a modo de

ejemplo solo con fines de ilustracion, y no se pretende que sea limitativo con respecto al alcance de las reivindicaciones
adjuntas, que siguen.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado o anticuerpo scFv, en el que dicho anticuerpo se une a un epitopo en la region del
tallo de la proteina hemaglutinina (HA) de un virus de la influenza y neutraliza el virus de la influenza A,

donde las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada consisten en

FR1
CDR1
FR2
CDR2
FR3
CDR3
FR4

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCTSS
EVTFSSFA

ISWVRQAPGQGLEWLGG

ISPMFGTP
NYAQKFQGRVTITADQSTRTAYMDLRSLRSEDTAVYYC
ARSPSYICSGGTCVFDH

WGQGTLVTVSS

y las secuencias de aminoéacidos de las regiones variables de la cadena ligera consisten en

10

FR1
CDR1
FR2
CDR2
FR3
CDR3
FR4

QPGLTQPPSVSKGLRQTATLTCTGN
SNNVGNQG

AAWLQQHQGHPPKLLSY

RNN
DRPSGISERFSASRSGNTASLTITGLQPEDEADYYC
STWDSSLSAVV

FGGGTKLTVL

2. Un anticuerpo monoclonal aislado o anticuerpo scFv, en el que dicho anticuerpo se une a un epitopo en la region del
tallo de la proteina hemaglutinina (HA) de un virus de la influenza y neutraliza el virus de la influenza A,

15

donde las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada consisten en

FR1
CDR1
FR2
CDR2
FR3
CDR3
FR4

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS
GGTFSAYA

FTWVRQAPGQGLEWMGG

IIGMFGTA
NYAQKFQGRVTITADELTSTAYMELSSLTSEDTALYYC
ARGLYYYESSFDY

WGQGTLVTVSS

20 y las secuencias de aminoéacidos de las regiones variables de la cadena ligera consisten en

FR1
CDR1
FR2
CDR2
FR3
CDR3
FR4

QSVLTQPPSASGSPGQSVTISCTGT

SSDVGGYNS

VSWYQQHPGKAPKLMIY

EVT
KRPSGVPDRFSASKSGNTASLTVSGLQAEDEADYFC
CSYAGHSAYV

FGTGTKVTVL

3. Un anticuerpo monoclonal aislado o anticuerpo scFv, en el que dicho anticuerpo se une a un epitopo en la region del
25 tallo de la proteina hemaglutinina (HA) de un virus de la influenza y neutraliza el virus de la influenza A,

donde las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada consisten en

FR1
CDR1
FR2
CDR2
FR3
CDR3
FR4

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS
GGPFSMTA

FTWLRQAPGQGLEWMGG

ISPIFRTP
KYAQKFQGRVTITADESTNTANMELTSLKSEDTAVYYC
ARTLSSYQPNNDAFAI

WGQGTMVTVSS

30 y las secuencias de aminoéacidos de las regiones variables de la cadena ligera consisten en

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 649 536 T3

FR1 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRAS
CDR1 QSVSSY

FR2 LAWYQQKPGQAPRLLIY

CDR2 DAS

FR3 NRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYFC
CDR3 QQYGSSPQ

FR4 FGQGTRLEIK

4. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que inhibe la fusion viral y de la membrana celular.

5. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se une a HA con una afinidad que varia de 1 pM
a 200 mM, opcionalmente con una afinidad de 100 a 200 pM.

6. El anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es un anticuerpo completamente
humano.

7. Una composicién que comprende el anticuerpo de cualquier reivindicacion precedente y un vehiculo.

8. El anticuerpo o la composicién de cualquier reivindicacion precedente, para uso en un método terapéutico o
profilactico.

9. El anticuerpo o la composicién de la reivindicacion 8, para uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o
trastorno provocado por un virus de la influenza.

10. Uso del anticuerpo o composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o trastorno provocado por un virus de la influenza.

11. El anticuerpo o composicion para el uso de la reivindicacién 9 o el uso del anticuerpo o composicion de la
reivindicacion 10, en donde el tratamiento comprende ademas la administracion de:

a) un farmaco antiviral, en el que dicho antiviral es opcionalmente (i) un inhibidor de neuraminidasa, en donde dicho
inhibidor de neuraminidasa es opcionalmente zanamivir o fosfato de oseltamivir; (ii) un inhibidor de HA, (iii) un inhibidor
de acido sidlico; o (iv) un inhibidor del canal i6bnico M2, en donde dicho inhibidor del canal i6nico M2 es opcionalmente
amantadina o rimantadina;

b) un inhibidor de entrada viral; o

c¢) un inhibidor de unién viral.

12. El anticuerpo o composicion para el uso de la reivindicaciéon 9 u 11 o el uso del anticuerpo o composicién de las
reivindicaciones 10 u 11, donde el tratamiento comprende la administracién de dos o mas anticuerpos especificos para
un virus de influenza del Grupo | o comprende ademas la administracién de un anticuerpo especifico para un virus de
influenza del Grupo Il.

13. El anticuerpo o composicién para el uso de la reivindicacion 9, 11 o 12 o el uso del anticuerpo o composicion de la
reivindicacion 10, 11 o 12, en donde el tratamiento comprende administrar el anticuerpo antes o después de la
exposicion al virus de la influenza.

14. El anticuerpo o composicién para el uso de la reivindicacion 9, 11, 12 o 13 o el uso del anticuerpo o composicion de
la reivindicacion 10, 11, 12 o 13, en donde el tratamiento comprende administrar el anticuerpo en una dosis suficiente
para neutralizar dicho virus de la influenza.

15. Un método para detectar la presencia de un virus de influenza en una muestra, comprendiendo el método:

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, y

b) detectar la presencia o ausencia de un complejo anticuerpo-antigeno, detectando de ese modo la presencia de un
virus de influenza en una muestra.
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SITIO DE UNION AL

Sitio de
escision

g4, polibasica y

¥ 4 parche de His

D154

Vista general de la estructura del trimero A/Vietnam 1203/04, sitio de unién
del receptor y los sitios de variacion antigénica estan resaltados en el monémero
(citado de Stevens, 2006).

Fig. 1A
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140-141

Ubicacion de los residuos de aminoacidos en la HA de virus de influenza
H5N1que estan bajo seleccion positiva (citado de Smith, 2006).

Fig. 1B
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NOQIIVZITVYLN3

N

30 %

1T T
0000%000
™ O 00O ™~ ™~
—

NQIDVZITvALNIN 30 %

NCIDVZITvELNIN 30 %

—e- A66-gGT1
-+ CTRL.-gGT

_ll_-vumu.u

/
Tﬂ_.. LS
& /|
> + rm
< [ il
0 Lo
T T», -
MW
- .|H.U

~

32ER°

CO00O0CO0o o
NSBOF N~ ]
NCIDVZITvALNIN 30 % NQIDYZITYELNIN 30 %

Fig. 4B

52



ES 2 649 536 T3

mAb mAb

VIRUS HUMANO  MURINO ig%-
F10 21G8.6
H5-THO4 (H5N1) 40 10 <
H5-HK97 (H5N1) 160 20 <
H1-0H83 (HIN1) 40 < <
H1-PR34 (HIN1) 320 < <
H2-AA60 (H2N2) 20 < <

Fig. 4C
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Inhibicién de la union de virus H5-pseudotipados

T
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ENLACE DEL
RECEPTOR

PEPTIDO
DE FUSION

HA2

MEMBRANA

Fig. 6B
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Fig. 7G
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